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Kapitel 1: Einleitung 
1 Einleitung 
1.1 Inflammation und Sepsis 
Der Begriff der Inflammation oder Entzündung bezeichnet die (Abwehr-)Reaktion des 
Organismus und seiner Gewebe gegen verschiedenartige schädigende Reize (Pschyrembel, 
2004). Ziel dieser Reaktion ist es, eine drohende Gewebeschädigung abzuwenden, oder, 
falls dies nicht möglich ist, den Schaden zu begrenzen und die Folgen im Sinne einer 
Heilung weitestgehend zu beseitigen. Ausgelöst werden kann eine Inflammation durch die 
Infektion mit Pathogenen (Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten), aber auch durch 
Mediatoren die endogen aus nekrotischen Geweben freigesetzt werden (Koch und Funk, 
2001). 
Im ersten Fall werden konservierte Bestandteile der Pathogene zunächst von Rezeptoren 
des angeborenen Immunsystems erkannt. Diese Rezeptoren sind keimbahn-codiert, werden 
konstitutiv auf allen Zellen eines bestimmten Typs exprimiert und sind zudem in ihrer 
Spezifität begrenzt (siehe Abschnitt 1.2). Ihre Aktivierung führt zur Initiierung von 
Signalkaskaden, welche in der Freisetzung von Zytokinen resultieren. Als solche werden 
hormonähnliche Mediatoren definiert, die zwischen Zellen wirken (siehe Abschnitt 1.4). Ihre 
Anwesenheit löst die Entzündungsreaktion aus. Als Chemokine bezeichnete Zytokine 
bewirken die Rekrutierung von Immunzellen an den Ort der Infektion. Dies sind zunächst 
Macrophagen und überwiegend neutrophile Granulozyten, welche durch Phagozytose und 
Freisetzung antimikrobieller Substanzen die Pathogene bekämpfen. Weitere Zytokine 
stimulieren die Immunzellen vor Ort und nehmen zudem Einfluss auf die lokalen Blutgefäße. 
Durch Erweiterung und erhöhte Permeabilität derselben, kommt es zu einem verstärkten 
Blutfluss und zu einem Austreten von Flüssigkeit. Dies verursacht die typischen 
Entzündungssymptome calor, rubor und tumor (Wärme, Rötung und Schwellung), während 
dolor (Schmerz) aus der Migration und Aktivität der Immunzellen resultiert. 
Das angeborene Immunsystem wird ergänzt durch das adaptive oder erworbene 
Immunsystem, welches auf zellulärer Ebene durch Lymphozyten repräsentiert wird. Es greift 
in die Pathogenbekämpfung zu späteren Phasen der Infektion ein und erfüllt zudem die 
Funktion eines immunologischen Gedächtnisses, d.h. es bietet Schutz vor einer erneuten 
Infektion mit demselben Pathogen. Charakterisiert wird das adaptive Immunsystem durch 
seine Spezifität. So trägt jeder ungeprägte Lymphozyt der in den Blutkreislauf gelangt 
Rezeptoren einer einzigen Reaktivität, die somatisch entstehen. Dies wird gewährleistet 
durch eine Umordnung der Rezeptor-codierenden Gensegmente während der 
Lymphozytenreifung. Erst die Bindung eines passenden Antigens an seinen Rezeptor 
bewirkt die Proliferation und Differenzierung des Lymphozyts zur Effektorzelle. Diese Theorie 
der klonalen Selektion wurde bereits von Mc Farlane Burnet in den 50er Jahern postuliert 
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und impliziert zugleich die Problematik der Autoreaktivität. So könnten nach dem 
Zufallsprinzip auch Rezeptoren generiert werden, die Antigene der körpereigenen Gewebe 
erkennen. Solche potentiell selbstreaktiven Lymphozyten werden jedoch noch vor ihrer 
Reifung nach Kontakt mit körpereigenen Antigenen vernichtet (Burnet et al., 1959). Die 
Mechanismen der Pathogenbekämpfung durch das adaptive Immunsystem beruhen im 
Wesentlichen auf der Freisetzung von löslichen Immunglobulinen, d.h. Antikörpern durch 
aktivierte B-Lymphozyten (im Knochenmark gereifte Lymphozyten). Diese Antikörper können 
bakterielle Toxine neutralisieren, Bakterien opsonisieren oder das Komplementsystem 
aktivieren und so die Phagozytose der Pathogene ermöglichen. T-Lymphozyten (im Thymus 
gereifte Lymphozyten) erkennen intrazelluläre Pathogene und stellen die zellvermittelte 
Immunantwort des adaptiven Systems dar: Sogenannte zytotoxische T-Zellen töten 
virusinfizierte Zellen, während T-Helferzellen entweder die Aktivierung von infizierten 
Macrophagen oder Aktivierung von B-Lymphozyten bewirken. 
Gelingt es dem Immunsystem nicht die Infektion auf lokaler Ebene zu beseitigen, so kommt 
es zur Ausweitung der Inflammationsreaktion. Im Falle einer bakteriellen Infektion kann dies 
nach Freisetzung von Erregerbestandteilen oder Eindringen des Erregers in die Blutbahn 
geschehen. Lässt sich der Erreger in der Folge im Blut nachweisen, spricht man von einer 
Bakteriämie. Aber auch ohne die Invasion eines Erregers in den Systemkreislauf kann es in 
Reaktion auf einen mikrobiologischen Stimulus oder einen schweren Gewebeschaden zu 
einem Anstieg der Zytokin-Level in der Zirkulation und so zu einer systemischen Aktivierung 
des Immunsystems kommen (Matot und Sprung, 2001). Je nach Schwere des schädigenden 
Stimulus, dessen Persistenz oder einer vorbestehenden Schwächung vitaler 
Körperfunktionen kommt es zu einem Verlust des immunologischen Gleichgewichts (Bone et 
al., 1997). Hieraus resultieren Phasen der Hyperinflammation, als auch der 
Immunsuppression. Während der Hyperinflammation sind die Level proinflammatorischer 
Zytokine, wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), Interleukin-1 beta (IL-1β), Interleukin 6 (IL6) 
und Interferon gamma (IFN), deutlich erhöht. Gleichzeitig kommt es zu einer verstärkten 
Bildung von Sauerstoffradikalen und der Freisetzung von Proteasen durch aktivierte 
neutrophile Granulozyten. Phasen der Immunsuppression korrespondieren mit einem 
Anstieg von Interleukin 10 (IL10), Interleukin 4 (IL10) und löslichen Zytokinrezeptoren, wie 
Tumornekrosefaktor-Rezeptor I und II (sTNFα R I und R II) sowie Interleukin 1 Rezeptor α 
(sIL-1Rα) (Weigand et al., 2004). 
Infolge der systemischen Konzentrationen der Entzündungsmediatoren und globalen 
Aktivierung von Immunzellen können nun auch vom primären Fokus entfernt liegende 
Gewebe geschädigt werden (Cohen, 2002; Marshall, 2001). Auf zellulärer Ebene reagieren 
die betroffenen Gewebe mit einer Stressantwort, die mit Veränderungen zahlreicher 
Stoffwechselkaskaden einhergeht (Koch und Funk, 2001). Die Aktivierung von 
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Endothelzellen und eine disseminierte intravasale Gerinnung resultieren in Störungen der 
Mikrozirkulation (Marshall, 2001). Zugleich kann eine globale Hypotension zu Ischämie und 
hypoxischem Gewebeschaden führen. In Kombination mit vermehrtem oxidativem Stress 
treten schließlich Gewebsnekrosen auf, welche wiederum selbst den Auslöser einer 
Entzündungsreaktion darstellen können und die Inflammationsreaktion auch nach 
Beseitigung der initialen Infektion verstärken (Karimova und Pinsky, 2001; Closa und Folch-
Puy, 2004). Neben der Wahrscheinlichkeit für Nekrosen steigt auch die Apoptoserate in 
parenchymatischem Gewebe (Hotchkiss et al., 1999). Die empfindliche Störung der 
Homöostase in den unterschiedlichen Organsystemen kann schließlich in einem 
lebensbedrohlichen Multiorganversagen münden. 
Die klinische Manifestation der beschriebenen generalisierten Immunaktivierung wird 
unabhängig vom initialen Auslöser als „systemic inflammatory response sydrom“ (SIRS) 
bezeichnet (Levy et al., 2003). 
Die Kriterien für die Diagnose eines SIRS wurden erstmals 1992 von der Consensus 
Conference des American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care 
Medicine festgelegt (Bone et al., 1992). Demnach liegt ein SIRS vor, wenn mindestens zwei 
der folgenden Kriterien erfüllt sind: (1) Körpertemperatur von ≤ 36°C oder ≥ 38°C, (2) 
Herzfrequenz von ≥ 90/min, (3) Hyperventilation mit einer Atemfrequenz von ≥ 20/min oder 
einem PaCO2 ≤ 32 mmHg, (4) Leukozytenzahl von ≤ 4000 oder ≥ 12000 Zellen/μl oder ≥ 
10% unreife Neutrophile im Differentialblutbild. 
Wird ein Pathogen als Auslöser des SIRS nachgewiesen oder ist eine Infektion aufgrund des 
klinischen Bildes hochwahrscheinlich, so wird dieses als Sepsis bezeichnet. In Abhängigkeit 
von der Schwere der Symptome wird zwischen Sepsis, schwerer Sepsis und septischem 
Schock differenziert. Bei einer schweren Sepsis liegt mindestens eine Organdysfunktion vor. 
Der septische Schock wird durch drei obligate Kriterien definiert: das Vorliegen eines SIRS 
und einer Bakteriämie sowie einem Kreislaufversagen mit persistierender arterieller 
Hypotension. 
Basierend auf diesen Kriterien haben epidemiologische Studien gezeigt, dass die schwere 
Sepsis und der septische Schock die Haupttodesursache auf nicht-kardiologischen 
Intensivstationen darstellen (Reinhart und Brunkhorst, 2002). Demnach erkranken in den 
USA jährlich ca. 750.000 Patienten an einer Sepsis. Das entspricht einer Inzidenz von 300 
Fällen mit schwerer Sepsis und septischem Schock pro 100.000 Einwohnern (Angus et al. 
2001). In Deutschland ermittelte eine 2003/04 durchgeführte Prävalenzstudie eine Inzidenz 
von 116 pro 100.000 Einwohner für die Sepsis, bzw. 110 pro 100.000 Einwohner für die 
schwere Sepsis (Brunkhorst, 2006). 
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1.2 Molekulare Mechanismen des angeborenen Immunsystems 
Das angeborene Immunsystem detektiert eine Infektion mittels einer limitierten Anzahl 
sogenannter „pattern recognition“ Rezeptoren (PRR). Diese erkennen mikrobielle 
Bestandteile, die als „pathogen associated molecular patterns“ (PAMPs) bezeichnet werden. 
PAMPs sind zumeist essentiell für das Überleben des Mikroorganismus und können daher 
nicht ohne weiteres verändert werden. Es handelt sich zum Beispiel um Bestandteile 
bakterieller oder fungaler Zellwände, Flagellenproteine oder virale Nucleinsäuren. Die 
Spezifität des angeborenen Immunsystems ist somit auf die generelle Unterscheidung 
zwischen Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten von den Zellen des eigenen Organismus 
beschränkt (Janeway et al., 2002). 
Die erste Familie von PRRs, die im Detail beschrieben wurde, sind die Toll-like Rezeptoren 
(TLR) (Beutler, 2004; Hoffmann, 2003; Medzhitov, 2001), welche als klassische 
Membranproteine pathogene Signale extrazellulär oder im Lumen von Zellorganellen 
detektieren (Akira und Takeda, 2004). Zwei weitere Familien der PRRs, die NOD-like 
Rezeptoren (NLR) und die RIG-like Helicasen (RLH), stellen lösliche Proteine dar und 
erkennen mikrobielle Komponenten im Zytoplasma (Inohara et al., 2005; Ting und Davis, 
2005). 
1.2.1 Toll-like Rezeptoren 
TLR sind evolutionär hochkonserviert und weisen vom Fadenwurm Caenorhabbditis elegans 
bis zu den Säugetieren hohe Homologien auf (Akira und Takeda, 2004; Beutler, 2004; 
Hoffmann, 2003; Janeway und Medzhitov, 2002). Der namensgebende Rezeptor 
„Toll“ wurde als essentielles Genprodukt für die Entwicklung dorsoventraler Polarität in 
Drosophila identifiziert. Erst später wurde seine kritische Rolle bei der Bekämpfung fungaler 
Infektionen erkannt (Lemaitre et al., 1996). Bis heute konnten 12 Mitglieder der TLR in 
Säugetieren identifiziert werden. Alle stellen Typ I integrale Membranproteine dar, die durch 
eine variierende Anzahl extrazellulärer „leucin-rich repeat“ (LRR)-Motive und die 
intrazelluläre Toll/IL-1R homology (TIR)-Domäne charakterisiert werden (Bowie und O´Neill, 
2000). Die LRR Domänen setzten sich aus 19 bis 25 tandemartig angeordneten LRR-
Motiven zusammen, von denen jedes etwa 24-29 Aminosäuren und die konservierte 
Sequenz XLXXLXLXX umfasst. Jedes LRR besteht zudem aus einem β-Strand und einer 
α-Helix, welche durch Schleifen verbunden sind. Hieraus resultierte die Vorstellung, dass die 
LRR-Domäne eine Hufeisen-ähnliche Struktur annimmt, an deren konkaven Seite die 
Bindung des Liganden erfolgt. Kristallstruktur-Analysen des TLR 3 zeigen jedoch eine 
höhere Wahrscheinlichkeit für die Bindung des negativ-geladenen Liganden dsRNA an der 
konvexen Oberfläche des LRR (Choe et al., 2005). 
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TLR werden in unterschiedlichen Zellen des Immunsystems, wie Macrophagen, 
dendritischen Zellen, B-Zellen und einigen T-Zelltypen, exprimiert. Aber auch in Zellen deren 
primäre Funktion nicht dem Immunsystem zugeordnet wird, können sie nachgewiesen 
werden (siehe Abschnitt 1.3.2). Tatsächlich ist die Expression der TLR nicht statisch und 
variiert unter dem Einfluss von Stressfaktoren. Darüber hinaus können TLR intrazellulär und 
extrazellulär vorkommen: Während TLR 1, 2, 4, 5 und 6 auf der Zelloberfläche exprimiert 
werden, sind TLR 3, 7, 8 und 9 fast ausschließlich in den Membranen intrazellulärer 
Komponenten wie Endosomen lokalisiert. Dies bedeutet zugleich, dass deren Liganden, die 
hauptsächlich Nucleinsäuren darstellen, in die Endosomen gelangen müssen, bevor sie 
detektiert werden können. 
Anhand ihrer Primärstruktur und der Art von PAMPs, welche die TLR erkennen, können 
diese in weitere Unterfamilien unterteilt werden. Die Detektion von Komponenten bakterieller 
Zellwände wird hauptsächlich durch TLR 4 und TLR 2 geleistet. Ersterer erkennt 
Lipopolysaccharid (LPS), welches einen Bestandteil der äußeren Zellmembran Gram-
negativer Bakterien darstellt und dessen Lipid-Anteil Lipid A als Endotoxin bekannt ist. 
Gelangt LPS in die Zirkulation assoziiert es zunächst mit dem Akute-Phase Protein „LPS 
binding protein“ (LBP), welches wiederum an das Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
Ankerprotein CD14 auf der Oberfläche phagozytierender Immunzellen bindet. LPS wird 
schließlich auf das Protein MD-2 übertragen, welches mit der extrazellulären Domäne des 
TLR 4 assoziiert und so dessen Oligomerisierung und Aktivierung initiiert (Poltorak et al., 
1998; Shimazu et al., 1999). In Übereinstimmung hiermit, zeigen TLR 4 defiziente Mäuse 
eine reduzierte Immunantwort nach Infektion mit Gram-negativen Bakterien und eine erhöhte 
Empfindlichkeit für Infektionen mit Salmonella typhimurium und Neisseria meningitis. Auch 
eine sogenannte Missense-Mutation im humanen TLR 4-Gen, welche einen Funktionsverlust 
des Rezeptors zur Folge hat, resultiert in höheren Infektionsraten mit Gram-negativen 
Erregern (Cook et al., 2004). TLR 2 erkennt Zellwandbestandteile Gram-positiver Bakterien. 
Hierzu zählen Lipoteichonsäuren (lipoteichoic acid LTA) aber auch Lipoproteine und 
Peptidoglycan (PG), die ebenfalls in Gram-negativen Bakterien vorkommen. Bei der 
Detektion dieser Signale interagiert TLR 2 mit TLR 1 und TLR 6. So aktiviert LTA 
Phagozyten vermittelt durch ein TLR 2/TLR 6 Heterodimer (Alexopoulou et al., 2002; 
Ozinsky et al., 2000). Neben Zellwandbestandteilen können auch Nucleinsäuren oder 
Flagellenproteine als Signale für eine bakterielle Infektion dienen: Die Erkennung 
unmethylierter und somit bakterieller CpG Dinukleotide erfolgt durch TLR 9 im Lumen von 
Endosomen (Hemmi et al., 2000; Krieg, 2002). TLR 5 detektiert die konstante Domäne D1 
von Flagellin, welche hochkonserviert zwischen verschiedenen Spezies ist (Hayashi et al., 
2001). 
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TLR erkennen weiterhin pathogene Signale von Pilzen, Parasiten und viralen Erregern. 
Letztere werden zumeist anhand ihrer Nucleinsäuren von TLR 9, 3, 7 und 8 detektiert. 
Bestandteile parasitärer Zellwände, wie Glykoinositolphospholipide und tGPI-Mutin, binden 
an TLR 9, 4 und 2 (Gazinelli et al., 2004). Diese Rezeptoren erkennen zudem Mannane als 
Komponenten der Hefe Candida (Netea et al., 2004). Bemerkenswert ist hierbei die 
Eigenschaft einiger TLR strukturell völlig unterschiedliche Liganden zu binden. Das 
Repertoire der TLR 4-Liganden reicht von LPS über das Fusionsprotein des 
Respiratorischen Synzytial-Virus (RSV), Fibronectin und Mannanen bis zu 
Hitzeschockproteinen (HSP), die vom eigenen Organismus im Rahmen einer Stressantwort 
vermehrt gebildet werden. Die Bindung eines Liganden resultiert in der Homo- oder 
Heterodimerisierung und damit verbundenen Konformationsänderungen der TLRs, welche 
die Assoziation von Adaptormolekülen mit der intrazellulären TIR-Domäne ermöglichen. 
Dabei aktivieren TLR dieselben Signalmoleküle, welche auch am IL-1R-Signalweg beteiligt 
sind (siehe Abbildung 1-1) (Akira und Takeda, 2004). Diese enthalten ebenfalls eine TIR-
Domäne, welche die Bindung an die TLR vermittelt. Vier mögliche Adaptormoleküle sind zu 
nennen: myeloid differentiation factor (MyD88), TIR-associated protein(TIRAP)/MyD88 
adaptor-like(MAL), TIR-domain containing adaptor protein inducing IFN-β (TRIF)/ TIR-
domain containing molecule 1 (TICAM1) und TRIF-related adaptor molecule (TRAM) 
(Oshiumi et al., 2003; Yamamoto et al., 2002). Die unterschiedlichen Antworten, die durch 
verschiedene TLR-Liganden vermittelt werden, sind zum Teil durch die selektive Nutzung 
dieser Adaptor-Moleküle zu erklären. MyD88 und TRIF aktivieren Signalwege, welche in der 
Produktion proinflammatorischer Zytokine oder Typ1 Interferonen (IFN) resultieren. MyD88 
ist essentiell für die Signalwege aller TLR mit Ausnahme von TLR 3. Nach Assoziation mit 
der zytoplasmatischen Domäne rekrutiert MyD88 die IL1-R associated Kinase 4 (IRAK4) und 
IRAK1 mittels homophiler Interaktion der sogenannten death-Domänen. Im Rahmen der 
TLR 4- und TLR 2-vermittelten Signaltransduktion ist zusätzlich das Adapterprotein 
TIRAP/MAL erforderlich, um die Assoziation von Myd88 mit dem Rezeptor zu ermöglichen 
(Fitzgerald, 2001; Horng et al., 2001; Yamamoto et al., 2002). Nach der Bindung von IRAK1 
an MyD88 erfolgt dessen Phosphorylierung durch aktiviertes IRAK4 und anschließende 
Rekrutierung von TNFR-associated factor 6 (TRAF6). Dieser funktioniert in Zusammenarbeit 
mit dem E2 Enzymkomplex als Ubiqitin-Ligase (E3) und katalysiert sowohl seine eigene 
Ubiquitinylierung, als auch die von IKK-g/NF-κB essentiel modulator (NEMO) (Deng et al., 
2000). Ein Komplex aus TGF-β-activated kinase 1 (TAK1) sowie verschiedenen TAK1-
bindenden Proteinen (TAB) wird zudem an TRAF6 rekrutiert (Wang et al., 2001) und 
induziert die Phosphorylierung von NEMO und Aktivierung des IKK-Komplexes. Dieser 
bewirkt schließlich die Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und Degradierung von IκB, was in 
der Freisetzung des Transkriptionsfaktors NFκB resultiert. NFκB transloziert in den Nucleus 
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und induziert hier die Expression von inflammationsrelevanten Genen. Die Regulation vieler 
proinflammatorischer Zytokine erfolgt zusätzlich durch den Transkriptionsfaktor Interferon-
regulatory factor(IRF)-5 (Takaoka et al., 2005). Die Stimulation der TLRs 3, 4, 7 und 9, nicht 
aber von TLR 2 resultieren zudem in der Expression von IFN-β und IFN-induzierbarer Gene. 
Im Falle von TLR 3 und 4 erfolgt diese Aktivierung unabhängig von MyD88, unter Beteiligung 
des alternativen Adaptormoleküls TRIF (Hoebe et al., 2003; Yamamoto et al., 2003b). 
Zusätzlich erfordert der TLR 4-abhängige Signalweg die Bindung von TRAM an die TIR-
Domäne des Rezeptor, um die Interaktion mit TRIF zu ermöglichen (Fitzgerald, 2002b; 
Yamamoto et al., 2003b). TRIF rekrutiert schließlich RIP 1 (receptor interacting protein 1) 
(RIP1), welches die Aktivierung von NF-κB vermittelt. Außerdem erfolgt die Aktivierung von 
TRAF-family-member associated NF-κB activator (TANK) binding kinase 1 (TBK1) (Hacker 
et al., 2006; Oganesyan et al., 2006). Diese interagiert mit der IκB Kinase IKK-i. Beide 
Kinasen phosphorylieren die Transkriptionsfaktoren IRF-3 und IRF-7, welche als 
Homodimere in den Nucleus gelangen und hier durch Bindung an IFN-stimulated response 
element (ISRE) Motive die Expression IFN-induzierbarer Gene stimulieren. Für TLR9 wird 
ein MyD88-abhängiger, jedoch TBK1 unabhängiger alternativer Signalweg für die Induktion 
IFN-abhängiger Gene postuliert. 
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Abbildung 1-1: Signaltransduktion nach Aktivierung von TLR 4: Rekrutierung des 
Adaptorproteins MyD88 führt zur Aktivierung von NF-κB und zur Expression proinflammatorischer 
Zytokine. Die Expression IFN-abhängiger Gene erfordert das Adaptormolekül TRIF und kann MyD88-
unabhängig erfolgen. (Quelle: Akira et al., 2006) 
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1.2.2 Zytoplasmatische „Pattern Recognition“ Rezeptoren 
Die Detektion mikrobieller Komponenten im Zytoplasma kann durch NOD-like Rezeptoren 
(NLR) und RIG-like Helicasen (RLH) erfolgen (Inohara et al., 2005; Ting und Davis, 2005). 
Die NLR werden weiterhin in die namensgebenden NOD-Proteine (Nucleotide-binding 
oligomerization domain-containing protein 1 bis 5) und sogenannte NALP, die 14 Mitglieder 
beinhalten, unterteilt. Auch die Rezeptoren IPAF (Ice-protease activating factor), NAIP (NLR-
family apoptosis inhibitory protein) und CIITA (class II major histocompatibility complex 
transactivator) zählen zu den NLR, so dass bisher insgesamt 22 identifizierte Mitglieder der 
NLR-Familie gezählt werden können. Alle NLR, mit Ausnahme von NAIP und NOD 5, sind 
aus einer amino-terminalen CARD oder Pyrin-Effektor-Domäne, einer nukleotid-bindenden 
Oligomerisierungsdomäne (NACHT-Domäne) und einer variablen Anzahl carboxy-terminaler 
LRR zusammengesetzt (Martinon und Tschopp, 2005). Ihre Synthese erfolgt zunächst in 
einer inaktiven autorepressiven Form, bei welcher die LRR die NACHT-Domäne inhibieren. 
Erst die direkte oder indirekte Bindung eines Liganden, ermöglicht die NACHT-vermittelte 
Oligomerisierung und Bildung übergeordneter Strukturen (Meylan et al., 2006). Die bisher 
am besten charakterisierten NOD-Proteine sind NOD 1 und NOD 2. Diese erkennen 
bakterielles Peptidoglykan. Die kleinste strukturelle Einheit, die zur Aktivierung von NOD 2 
führt, stellt Muramyldipeptid dar, welches Bestandteil der Zellwände Gram-negativer sowie 
Gram-positiver Erreger ist (Inohara et al., 2003). Dabei ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht klar, 
ob der Ligand direkt mit NOD 2 interagiert oder ein weiteres Protein involviert ist. NOD 1 
besitzt eine höhere Spezifität und erkennt ausschließlich Mesodiaminopimelin-Säure, die 
Zellwandbestandteil der meisten Gram-negativen, nicht aber Gram-positiven Bakterien ist 
(Charmaillard et al., 2003). Aktivierung von NOD 1 oder 2 resultiert in der Rekrutierung der 
Kinase RIP2, welche wiederum die Aktivierung von NF-κB vermittelt. Zudem kann die 
vermehrte Freisetzung von IL-1β durch Macrophagen nach Stimulation mit Muramyldipeptid 
nachgewiesen werden. Der vollständige Signalweg ist bisher jedoch noch nicht aufgeklärt. 
Die NALP-Proteine sind strukturell durch die Anwesenheit der Pyrin-Effektor Domäne 
charakterisiert. Für einige Mitglieder wurde eine wichtige Rolle bei der Aktivierung 
proinflammatorischer Caspasen gezeigt, die im Rahmen der Bildung sogenannter 
Inflammasome erfolgt. Bisher wurden zwei Inflammasome identifiziert: das NALP1 
Inflammasom, bestehend aus NALP 1, dem Adaptor ASC (Activating signal cointegrator), 
Caspase 1 sowie Caspase 5 (Martinon et al., 2002) und das NALP 2/NALP 3 Inflammasom, 
welches NALP 2 oder NALP 3, ASC, das Protein CARDINAL und Caspase 1 beinhaltet 
(Agostini et al., 2004). Das NALP 3-Inflammasom kann nicht ausschließlich durch PAMPs, 
sondern auch durch die Anwesenheit körpereigener Stresssignale, sogenannter „danger-
associated molecular patterns“ (DAMPs), aktiviert werden. Als wichtigstes endogenes Signal 
gilt eine niedrige intrazelluläre Kalium-Konzentration ([K+] < 70mM), welche z.B. durch 
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bakterielle Toxine verursacht werden kann, die Kalium-Kanäle bilden. Auch die ATP-
abhängige Aktivierung des purinergen P2X7 Rezeptors hat einen erheblichen Kalium-Efflux 
zur Folge (Perregaux et al., 1994). Kristallines Natriumurat kann ebenfalls durch das 
Inflammasom erkannt werden. Harnsäure entsteht als Abbauprodukt des Purinstoffwechsels, 
wird jedoch unter Stressbedingungen vermehrt freigesetzt, um eine Aktivierung von 
Macrophagen zu induzieren (Shi et al., 2003). Die Aktivierung des NALP 3 Inflammasoms 
resultiert schließlich in der vermehrten Prozessierung von proIL-1β zu reifem IL-1β oder der 
Caspase1-vermittelten Apoptose. Es wird postuliert, dass die IL-1β Freisetzung vom NALP-
Inflammasom im Zusammenspiel mit TLR, im Sinne einer doppelten Kontrolle reguliert wird. 
Letztere detektieren extrazelluläre PAMPs und induzieren die Bildung von proIL-1β. 
Zusätzlich sind körpereigene Signale erforderlich, welche die Prozessierung und Freisetzung 
von IL1- β mittels NALP 3-Inflammasom bewirken (Meylan et al., 2006). 
Die zweite Gruppe zytoplasmatischer PRR, die RIG-like Helicasen (RLH), detektieren virale 
Nucleinsäuren. Bisher wurden drei RLH identifiziert. Zwei von ihnen, retinoic-acid-inducible 
gene I (RIG1) und melanoma-differentiation-associated gene 5 (MDA5), bestehen aus einer 
aminoterminalen CARD-Domäne gefolgt von einer RNA-Helicase Domäne. Ihre Aktivierung 
wird durch dsRNA induziert und resultiert in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFκB 
sowie IRF3/7, welche unter anderem die Expression antiviraler Typ I IFN stimulieren 
(Yoneyama et al., 2004; Andrejeva et al., 2004). Dies erfolgt unter Beteiligung des zuletzt 
identifizierten CARD-Adaptormoleküls Cardif (CARD adaptor inducing IFN-β) (Meylan et al., 
2005). LGP2 (Laboratory for Genetics an Physiology 2) stellt die dritte RLH dar. Sie verfügt 
nicht über eine CARD-Domäne, sondern wirkt möglicherweise der Induktion antiviraler 
Abwehrmechanismen entgegen, indem sie die Feisetzung der dsRNS von MDA und RIG1 
bewirkt (Yoneyama et al., 2004; Rothenfusser et al., 2005). 
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1.3 Reaktive Hämatopoese 
Im Verlauf einer systemischen Inflammation steigt der Verbrauch von Immunzellen rapide an. 
Während die Lymphozyten des adaptiven Immunsystems ein hohes proliferatives Potential 
besitzen, sind die Zellen des angeborenen Immunsystems zumeist postmitotisch und 
müssen aus entsprechenden Stamm- und Vorläuferzellen im Rahmen der Hämatopoese neu 
gebildet werden. Diese findet im adulten Menschen im Knochenmark statt: Die multipotenten 
hämatopoetischen Stammzellen (HSC) garantieren durch Selbsterneuerung einerseits und 
schrittweise Differenzierung in festgelegte Progenitoren andererseits, die kontinuierliche 
lebenslange Produktion aller Blutzellen eines Individuums (Kondo et al., 2003). Die 
Differenzierung verläuft dabei über die Bildung eines sogenannten multipotenten Progenitors 
(MPP), dessen Selbsterneuerungspotential bereits stark begrenzt ist, der jedoch ein höheres 
mitotisches Potential als die HSC besitzt (Morrison et al., 1997). Dieser differenziert in 
Progenitoren, deren Differenzierungsfähigkeit auf die myeloide (common myeloid progenitor 
CMP) oder die lymphoide Linie (common lymphoid progenitor CLP) beschränkt ist (Kondo et 
al., 1997; Akashi et al., 2000). Aus Letzterem gehen die Zellen des adaptiven Immunsystems 
hervor: B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen. Der allgemeine myeloide Progenitor 
differenziert über die Stufe des megakaryozytär-erythroiden Progenitors (MEP) in 
Thrombozyten und Erythrozyten oder über den granulo-monozytären Progenitor (GMP) in 
Granulozyten und Monozyten (siehe Abbildung 1-2). 
Im Falle einer systemischen bakteriellen Infektion passt sich die Hämatopoese dem 
gesteigerten Verbrauch von Zellen des angeborenen Immunsystems an. Dieser Prozess wird 
als „Notfall-Hämatopoese“ oder spezifischer als „Emergency-Myelopoese“ bezeichnet. Es 
kommt zu einer vermehrten Bildung myelomonozytärer Zellen im Knochenmark und deren 
Mobilisierung in die Zirkulation. So sind Leukozytose, Neutrophilie und auch das Vorkommen 
unreifer Neutrophiler (Linksverschiebung) im peripheren Blut zu beobachten. Zugleich kann 
ein Anstieg der Serumlevel der Zytokine G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) und 
GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) gemessen werden (Kawakami 
et al., 1990; Selig et al., 1995). 
Akute virale oder chronische Infektionen können unterschiedliche Wirkungen auf die 
Hämatopoese nehmen; diese reichen von Lymphopenie und Neutropenie zu Lymphozytose 
und Neutrophilie. Unabhängig von der Art der Symptome ist der Ausgangspunkt aller 
hämatopoetischen Veränderungen zunächst die Detektion der pathogenen Signale durch 
PRR. 
Nach dem klassischen Konzept der „Emergency Myelopoese“ erfolgt die 
Pathogenerkennung durch hämatopoetische und nicht-hämatopoetische Zellen zunächst am 
Ort der Entzündung. In der Folge werden Chemokine und weitere Zytokine freigesetzt, die 
10 
Kapitel 1: Einleitung 
Immunzellen rekrutieren und aktivieren. Ist die Infektion lokal nicht kontrollierbar, erreichen 
die Zytokine systemische Level und stimulieren nun die Produktion myelomonozytärer Zellen 
im räumlich entfernten Knochenmark.  
Die neueren Modelle der „Emergency Myelopoese“ stellen sich komplexer dar: Demnach 
findet eine Detektion pathogener Signale auch direkt im Knochenmark durch 
hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPC), sowie nicht-hämatopoetische Zellen 
statt. Die Zytokine liefern nicht nur proliferative Signale, sondern beeinflussen auch 
Linienentscheidungen, im Sinne eines konstruktiven Modells. Demzufolge führt die verstärkte 
Expression von Zytokin-Rezeptoren und respektive Transkriptionsfaktoren in Progenitoren 
zur Differenzierung oder Transdifferenzierung in eine Linie auf Kosten einer anderen (Rieger 
et al., 2009). Als weiterer Mechanismus wird darüberhinaus die selektive Bereitstellung von 
Expansionsraum innerhalb des Knochenmarks diskutiert. So wurde gezeigt, dass die im 
Rahmen der „Emergency Myelopoese“ gebildeten proinflammatorischen Zytokine die 
Expression von Wachstums- und Retentionsfaktoren lymphoider Zellen reduzieren und so 
die vermehrte Mobilisierung von Lymphozyten in sekundäre lymphatische Organe bewirken. 
Die freigewordenen Kapazitäten werden zur gesteigerten Bildung myeloider Zellen genutzt. 
1.3.1 Expression von Toll-like Rezeporen auf hämatopoetischen Zellen 
Die Detektion von PAMPs am Ort der Inflammation erfolgt durch nicht-hämatopoetische und 
ausdifferenzierte hämatopoetische Zellen, d.h. Macrophagen, dendritische Zellen, B-
Lymphozyten und einigen T-Zelltypen, die alle TLR exprimieren. Zudem sind HSPC dazu in 
der Lage pathogene Signale zu erkennen. Dies erfolgt nicht nur indirekt durch Detektion von 
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, sondern auch vermittelt durch TLR, deren Expression 
auf HSPC zuletzt gezeigt wurde (Schmid et al., 2011; Nagai et al., 2006). Da HSPC keine 
direkten immunologischen Funktionen ausüben können, liegt der Zweck einer solchen 
Erkennung in der Unterstützung der „Emergency Myelopoese“ mittels gesteigerter 
Proliferation, Differenzierung und Migration. 
Tatsächlich wurde gezeigt, dass murine HSPC durch TLR 2- und TLR 4-Stimulation zur 
Proliferation und myeloiden Differenzierung angeregt werden, auch in Abwesenheit der 
üblicherweise erforderlichen Zytokine. So differenzierten TLR-stimulierte GMP bevorzugt in 
die monozytäre Richtung und CLP bildeten eher dendritische Zellen als B-Lymphozyten 
(Nagai et al., 2006). Auch in vivo kann nach Infektion mit einem Herpes-Virus die vermehrte 
Differenzierung lymphoider Progenitoren in dendritische Zellen zu Lasten der Bildung von B-
Zellen festgestellt werden (Welner et al., 2008). In Übereinstimmung hiermit resultiert die 
Stimulation von TLR auf humanen CD34+ Zellen in einer Verschiebung zugunsten der 
Myelopoese (Chicha et al., 2004; Sioud et al., 2006; Sioud et al., 2007; De Luca et al., 2009). 
Darüber hinaus wurde beschrieben, dass etwa 1% aller HSC im peripheren Blut zirkulieren 
und in lymphatische Organe migrieren. Über die efferenten Lymphgefäße gelangen sie 
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zurück ins Blut und auch ins Knochenmark. Dies bedeutet, dass HSCs die pathogenen 
Signale mittels TLR auch am Ort der Inflammation detektieren und lokal in reife 
Effektorzellen differenzieren könnten. Es wurde gezeigt, dass HSPC, welche unter die 
Nierenkapsel transplantiert wurden, hier zu immunphänotypisch identifizierbaren  Monozyten, 
Granulozyten und dendritischen Zellen differenzierten (Massberg et al., 2007). 
Ein Beispiel für die TLR-vermittelte Migration von HSPC wurde 2011 von Schmid et al 
publiziert: Vorläufer dendritischer Zellen, welche in besonderen Maße TLR 2, 4 und 9 
exprimieren, wurden in vitro mit den entsprechenden Liganden stimuliert. Dies führte zur 
verminderten Expression des Chemokin-Rezeptors CXCR4, welcher das sogenannte 
„Homing“ der Zellen im Knochenmark vermittelt. Zugleich wurde der Rezeptor CCR7 
hochreguliert, der üblicherweise die Rekrutierung von Zellen in Lymphknoten bewirkt. 
Tatsächlich migrierten die TLR-stimulierten Progenitoren nach Überführung in ein in vitro 
System überwiegend in Lymphknoten statt ins Knochenmark. Dabei wurden Lymphknoten 
bevorzugt, in denen eine Inflammation detektiert wurde (Schmid et al., 2011).  
Drei Modelle direkter Aktivierung von HSPC durch TLR-Stimulation im Rahmen der Notfall-
Hämatopoese können demnach aufgestellt werden: Zunächst die Beeinflussung von 
Linienentscheidungen und gesteigerte Proliferation zugunsten der Myelopoese. Zum Zweiten 
der Migrationsarrest sowie lokale Differenzierung zirkulierender HSPC in Effektorzellen und 
zuletzt die Mobilisierung und spezifische Rekrutierung von HSPC an den Ort der Entzündung. 
1.3.2 Expression von Toll-like Rezeporen auf nicht-hämatopoetischen Zellen 
Die besondere Rolle der spezialisierten Mikroumgebung der HSC im Knochenmark, der 
sogenannten Knochenmarknische, ist bereits lange bekannt (Yakata et al., 2008; Shiozawa 
et al., 2008; Mendez-Ferrer et al., 2010). Diese beinhaltet neben hämatopoetischen Zellen 
Osteoblasten, Endothelzellen, endosteale Progenitoren, mesenchymale Stammzellen (MSC) 
und sogenannte CXCL12 abundant reticular cells (CARS). In ihrer Gesamtheit regulieren 
diese durch unterschiedlichste zellintrinsische und zellextrinsische Mechanismen das 
Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung (Moore und Lemischka, 
2006). Ihr Einfluss auf die Hämatopoese unter Stressbedingungen, wie z.B. einer 
systemischen Inflammation, ist jedoch bisher unzureichend untersucht. Einige dieser 
Zelltypen scheinen jedoch eine wichtige Rolle bei der Detektion von PAMPs zu spielen. 
Unter Verwendung eines sogenannten chimären TLR 4-Knockout-Mausmodells, bei dem 
jeweils nur nicht-hämatopoetische bzw. nur hämatopoetische Zellen den Rezeptor 
exprimieren, wurde gezeigt, dass die LPS-induzierte Myelopoese von TLR 4-exprimierenden, 
nicht-hämatopoetischen Zellen vermittelt wird (Boettcher und Ziegler et al., 2012).  
Als wichtige Kandidatenzellen innerhalb des Knochenmarks gelten hier mesenchymale 
Stammzellen (MSC). Für diese wurde die Expression zahlreicher funktioneller TLR, sowie 
die Sekretion inflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit entsprechenden Liganden 
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nachgewiesen (Liotta et al., 2008; Hwa Cho et al., 2006). So zeigen Überstände LPS-
stimulierter MSC in klonogenen Assays ein zweieinhalbfach höheres Potential die Bildung 
myeloider Kolonien zu stimulieren, als die Überstände unstimulierter MSC. Dieser Effekt 
kann nur teilweise durch die Zugabe der Zytokine G-CSF, M-CSF und GM-CSF nachgeahmt 
werden (persönliche Mitteilung Dr. P. Ziegler). Es ist also eine Beteiligung möglicherweise 
redundanter unbekannter Zytokine anzunehmen. 
Weitere nicht-hämatopoetische Zellen, die in der Vermitlung der „Emergency-
Hämatopoese“ eine wichtige Rolle spielen, sind Endothelzellen. So zeigen beispielsweise 
Mäuse, welche TLR 4 ausschließlich auf Endothelzellen exprimieren (EndothelTLR4-Mäuse) 
eine 50 % höhere Überlebensrate nach systemischer Infektion mit Escherichia coli als 
Wildtyp-Mäuse. In den EndothelTLR4-Mäusen erfolgt die Rekrutierung der Neutrophilen 
hauptsächlich zu den primären Orten der Entzündung, während im Fall der Wildtyp(WT)-
Mäuse ein Großteil der Neutrophilen in die Lungenkapillaren und nicht an die aktuellen 
Inflammationsherde gelangt. Die Autoren postulieren, dass endothel-exprimierte TLR 4 das 
primäre intravaskuläre System zur Pathogenerkennung darstellen, während Zellen 
hämatopoetischen Ursprungs kritisch für die Erkennung von PAMPs in Barriere-Regionen 
sind (Andogenui et al., 2009). 
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1.4 Zytokine 
Der Begriff Zytokine bezeichnet eine Superfamilie von Proteinen, Peptiden und 
Glykoproteinen, die als hormonähnliche Mediatoren zwischen Zellen wirken. Im Gegensatz 
zu Hormonen werden diese jedoch nicht von einem einzigen spezialisierten Zelltyp gebildet, 
sondern von verschiedenen Zellen, häufig sogar in verschiedenen Organen. Auch ihre 
Wirkung kann zahlreiche unterschiedliche Zielzellen betreffen, während Hormone zumeist 
auf einige wenige Zelltypen wirken. In der Regel werden Zytokine als Antwort auf einen 
bestimmten Stimulus gebildet. Sie sind bereits in pico- oder nanomolaren Konzentrationen 
aktiv, binden an hochaffine Rezeptoren und wirken parakrin, autokrin in seltenen Fällen 
endokrin. Zumeist dienen sie nicht der Aufrechterhaltung der Zellhämostase, sondern 
werden bei Störungen des Wirtsorganismus, wie Infektion und/oder Inflammation, wirksam. 
Außerdem spielen Zytokine eine besondere Rolle im Rahmen der Differenzierung 
hämatopoetischer Zellen. Eine weitere besondere Eigenschaft ist Ihre Polyfunktionalität: So 
geben sie nicht einfach nur proliferative Stimuli, sondern beeinflussen auch Überleben, 
Differenzierung und Linienentscheidungen sowie funktionelle Aktivierung der reifen 
Immunzellen. 
Anhand ihrer Funktion können die Zytokine in Interleukine (IL), zumeist antivirale Interferone 
(IFN), koloniestimulierende Faktoren (CSF), Chemokine, Tumornekrosefaktoren (TNF) und 
Wachstumsfaktoren (transforming growth factors TGF) klassifiziert werden. Diese 
funktionelle Einteilung ist vereinfacht, da die meisten Zytokine pleiotrope Funktionen besitzen. 
Für viele Zytokine wurden nach ihrer ersten Charakterisierung zahlreiche weitere Effekte 
beschrieben. 
Auch anhand ihrer Rezeptoren ist eine Klassifizierung möglich. So binden viele bekannte 
hämatopoetische Zytokine an sogenannte Typ I-Zytokin-Rezeptoren, die demzufolge häufig 
als Hämatopoietin-Rezeptoren bezeichnet werden. Ihnen gemeinsam ist das Aminosäure-
Motiv WSXWS und vier konservierte Cystein-Reste an bestimmten Positionen der 
extrazellulären Domäne (He et al., 1995). Ihre intrazelluläre Domäne besitzt keine 
intrinsische Enzymaktivität. Die Signaltransduktion erfolgt unter anderem über die 
Aktivierung von Januskinasen (JAK). 
Die Typ II-Zytokin-Rezeptoren besitzen große strukturelle Ähnlichkeit mit den Typ I-
Rezeptoren. Ihnen fehlt jedoch das konservierte WSXWS Motiv der extrazellulären Domäne. 
Als Liganden sind hauptsächlich Interferone und Mitglieder der IL10-Familie beschrieben 
(Dumoutier et al., 2003). Ihre Bindung resultiert in der Aktivierung von intrazellulären 
Signalwegen, die ebenfalls Janus-Kinasen und Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie 
(Signal transducer and activator of transcription) umfassen. 
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Die Rezeptoren der Tumornekrosefaktoren (Tumor necrosis factor receptor (TNFR) family) 
zeichnen sich durch die Anwesenheit von einer bis sechs Cystein-reicher Domänen in der 
extrazellulären Region aus. Diese werden durch das Grundmotiv CXXCXXC gebildet, 
welches zumeist drei Disulfidbrücken mit benachbarten Motiven ausbildet (Hehlgans et al., 
2005). Nach Ligandenbindung an TNFR kann die Rekrutierung unterschiedlicher 
intrazellulärer Adaptorproteine erfolgen. Enthalten die Rezeptoren intrazellulär sogenannte 
death Domänen, so werden Signalwege initiiert, die in der Aktivierung von Caspase-
Kaskaden und infolge in der Apoptose der Zelle enden. Einige TNFR interagieren mit TNFR-
assoziierten Faktoren (TRAF). Diese aktivieren unterschiedliche Signalwege, die zumeist in 
der Freisetzung von NFκB resultieren. 
Chemokine binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die charakteristischerweise sieben 
Transmembrandomänen enthalten und im intrazellulären Bereich mit trimeren G-Proteinen 
interagieren. Die α-Untereinheit der G-Proteine hat im inaktiven Zustand GDP 
(Guanosindiphosphat) gebunden. Nach Bindung eines Liganden an den Rezeptor wird 
dieses gegen GTP (Guanosintriphosphat) ausgetauscht und die Dissoziation des trimeren 
Proteins erfolgt. Die freigesetzten α- und γ/β-Untereinheiten können nun Einfluss auf 
intrazelluläre Signalmoleküle nehmen. Letztere aktiviert beispielsweise das Enzym 
Phospholipase C, welches die Freisetzung der „second messenger“ Moleküle 
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) aus Phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphat 
(PIP2) der Zellmembran katalysiert. Die Signaltransduktion führt schließlich zur Aktivierung 
von Genen die Chemotaxis, Degranulation und die Avidität von Adhäsionsmolekülen 
beeinflussen. 
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Zytokin-Rezeptoren besitzen die TGF-β-
Rezeptoren intrinsische Enzymaktivität. Als Serin/Threonin Kinasen phosphorylieren diese 
unterschiedliche intrazelluläre Targets, unter anderem die SMAD-Proteine, welche in Folge 
der Phosphorylierung im Nukleus akkumulieren und dort als Transkriptionsfaktoren wirken. 
Einige Interleukine und auch das prominente hämatopoetische Zytokin M-CSF binden an 
Rezeptoren die zur Immunglobulin Superfamilie zählen, welche neben membrangebundenen 
Rezeptoren auch lösliche Immunglobuline beinhaltet. Gekennzeichnet sind die Rezeptoren 
durch die immunglobulinartige Auffaltung der extrazellulären aminoterminalen Domäne. 
1.4.1 Hämatopoetische Zytokine 
Die Hämatopoese unterliegt der strikten Kontrolle einer Vielzahl von Zytokinen, die deren 
Funktion unter „steady state“ Bedingungen sowie die Anpassung an unterschiedliche 
physiologische Herausforderungen gewährleisten. Diese Zytokine werden als 
hämatopoetische Zytokine bezeichnet, wenngleich für viele von ihnen auch Wirkungen 
jenseits der Hämatopoese gezeigt wurden. So beeinflusst IL6 Hepatozyten, neuronale 
Vorläuferzellen, mesangiale Nierenzellen, Osteoklasten und viele weitere Zelltypen (Hirano 
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et al., 1998). Für M-CSF wurde beispielsweise eine wichtige Rolle für die Reproduktion, im 
Besonderen für die Entwicklung der Plazenta nachgewiesen (Cohen et al., 1999; Dai et al., 
2002;). 
Als erstes hämatopoetisches Zytokin wurde Erythropoietin (EPO) identifiziert, dessen 
Funktion als humoraler Regulator der Erythrozytenproduktion bereits in den 1940er und 50er 
Jahren beschrieben wurde (Plzak et al., 1955). Die erste Aufreinigung des Proteins gelang 
1977 (Miyake et al., 1997). Infolge erwartete man weitere Regulatoren zu identifizieren, die 
exklusiv die Differenzierung eines bestimmten hämatopoetischen Zelltyps stimulieren. Die 
zufällig entdeckten CSF zeigten jedoch stimulatorische Effekte auf die Bildung granulo- 
sowie monozytärer Kolonien aus Mastzellen (Pluznik et al., 1966) und gaben so ein erstes 
Beispiel für die multiplen Wirkungen hämatopoetischer Zytokine. Aus dem Medium der 
leukemischen WEHI-3 Zelllinie und mitogen-stimulierten Lymphozyten wurde schließlich 
Interleukin 3 aufgereinigt. Dieses zeigte ein noch breiteres Spektrum an hämatopoetischen 
Effekten und förderte neben der Entstehung granulozytärer (neutrophiler) und monozytärer 
Kolonien auch die Differenzierung in die eosinophile, megakaryozytäre und erythroide 
Richtung (Ihle et al., 1982). So wurde IL3 (Multi-CSF) zunächst als potentielles Master-CSF 
diskutiert, welches die Bildung aller Blutzellen reguliert. Die Entdeckung weiterer Zytokine mit 
multiplen Effekten relativierte jedoch diese Betrachtung: Die Charakterisierung von IL5 
erfolgte zunächst als B-Zell Differenzierungsfaktor (Kinashi et al., 1986) und nur kurz darauf 
wurde sein erheblicher Einfluss auf die Produktion von Eosinophilen gezeigt (Lopez et al., 
1986). Auch für IL11 wurden Wirkungen auf zahlreiche hämatopoetische Linien, inklusive der 
Megakaryopoese, beschrieben (Paul et al., 1990; Turner et al., 1996). Etwa zeitgleich mit der 
Identifizierung von IL11 erfolgte die Aufreinigung des cKit-Liganden Stem Cell Factor (SCF) 
aus konditioniertem Medium von Rattenleberzellen (Wiliams et al., 1990; Nocka et al., 1990). 
Dieser Faktor zeigte in Kombination mit weiteren Zytokinen einen starken proliferativen 
Effekt auf HSC und frühe hämatopoetische Progenitoren. Ähnliche Eigenschaften wurden 
infolge für den Liganden der Flt-3 Tyrosin-Kinase (Flt3-L) beschrieben (Lyman et al., 1993). 
Dies führte zu der Vorstellung, dass drei unterschiedliche Wirkungsweisen von Zytokinen 
existieren: Die beschränkte Wirkung auf die Differenzierung einer Linie, wie sie für EPO oder 
Thrombopoietin (TPO) beschrieben wurde, die Wirkung auf multiple Linien, wie sie IL3 oder 
IL11 ausüben und zuletzt die sequenzielle Wirkung, derzufolge bestimmte Zytokine auf 
Stammzellen und frühe Progenitoren wirken, während weitere Zytokine wie CSF die reiferen 
Vorläufer zur Ausdifferenzierung stimulieren. Das Modell der sequenziellen Wirkung 
unterschiedlicher Zytokine hat sich schließlich als zu stark vereinfacht herausgestellt. 
Trotzdem erfolgt die Bezeichnung der Zytokine SCF, FLT3-L, Leukemia inhibiting factor (LIF), 
manchmal auch IL3 und TPO als sogenannte „early-acting“ Zytokine, um deren besonderen 
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Einfluß auf die frühe Hämatopoese hervorzuheben. Eine Übersicht über die wichtigsten 
hämaopoetischen Zytokine und ihre Wirkungen auf die Hämatopoese gibt Abbildung 1-2. 
Zur klinischen Anwendung kommen bisher drei der hämatopoetischen Zytokine: EPO und 
seine bezüglich der Halbwertszeit optimierten Derivate Darbepoetin und CERA (continuous 
erythropoietin receptor activator) dienen der Behandlung anämischer Krankheitsbilder bei 
chronischen Nierenerkrankungen oder Tumoren. G-CSF (Filgrastim, Lenograstim 
[glykosyliert], Pegfilgrastim) und GM-CSF (Molgramostim, Sargramostim [glykosyliert]) 
wirken Neutropenien infolge von Chemotherapien entgegen. G-CSF wird zudem zur 
Mobilisierung von Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut 
eingesetzt. Diese können so vereinfacht für Transplantationen gewonnen werden. 
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Abbildung 1-2: Übersicht über die murine Hämatopoese, die wichtigsten beteiligten Zytokine 
und Oberflächenmarker: Die hämatopoetischen Stammzellen (HSC) lassen sich bezüglich ihrer 
Repopulierungsfähigkeit in Langzeit-rekonstituierende (LT) und Kurzzeit-rekonstituierende (ST) HSC 
unterscheiden. Über die Stufe des multipotenten Progenitors (MPP) können sich die HSC in Vorläufer 
der myeloiden Linie (common myeloid progenitor CMP) oder der lymphoiden Linie (common lymphoid 
progenitor CLP) entwickeln. Aus Letzterem gehen die Zellen des adaptiven Immunsystems hervor: B-
und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen. Der allgemeine myeloide Progenitor differenziert über die Stufe 
des megakaryozytär-erythroiden Progenitoren (MEP) in Thrombozyten und Erythrozyten oder über 
den granulo-monozytären Progenitor (GMP) in Komponenten des angeborenen Immunsystems. 
(Quelle: in Anlehnung an Kondo et al., 2003) 
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1.5 Angiopoietin-like Proteine 
1.5.1 Angiopoietin-like Proteine und Hämatopoese 
Die Angiopoietin-like Proteine (Angptl) gehören zu einer Familie sekretierter Glykoproteine, 
die als Regulatoren der Angiogenese bekannt sind und hohe Homologien zur Familie der 
Angiopoietine zeigen. Sie bestehen aus zwei funktionell unterschiedlichen Domänen: einer 
amino-terminalen coiled-coil Domäne und einer carboxy-terminalen fibrinogen-ähnlichen 
Domäne. Beide Domänen können durch proteolytische Spaltung voneinander getrennt 
werden. Im Unterschied zu den Angiopoietinen, welche an den TIE1/2 Tyrosinkinase-
Rezeptor binden, sind die Rezeptoren der Angptl-Proteine noch nicht vollständig identifiziert. 
Die immun-inhibitorischen Rezeptoren LILRB 2 (Leukocyte immunglobulin-like receptor B) 
und das murine Homolog PIRB (Paired immunoglobulin-like receptor B) wurden zuletzt als 
Rezeptoren für Angptl 2 und 5 nachgewiesen (Zheng et al., 2012). 
Mit Ausnahme von Angptl 5 wurden alle sieben Mitglieder der humanen Angptl-Proteine 
auch in Mäusen gefunden. Zwischen beiden Spezies findet sich eine hohe Übereinstimmung 
der Aminosäuresequenz von 77-99 %. 
Neben der Regulation der Angiogenese erfüllen Angptl-Proteine zahlreiche weitere 
biologische Funktionen. Unter anderem spielen sie eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel. 
So hemmen Angptl 3 und 4 das Enzym Lipoproteinlipase (LPL) und nehmen so Einfluss auf 
die Level freier Fettsäuren im Blut (Mattijssen et al., 2012) (siehe auch Abschnitt 1.5.2). 
Seit 2006 wird auch die Wirkung der Angptl-Proteine auf die Hämatopoese untersucht. Hier 
wurde erstmals gezeigt, dass Angptl-Proteine die ex vivo Expansion von HSC stimulieren. 
Ausgangspunkt für die Untersuchung der Angptl-Proteine in diesem Zusammenhang waren 
Expressionsanalysen von CD3+ murinen fötalen Leberzellen, welche die massive Zunahme 
von HSC während der Embryonalentwicklung unterstützen. In diesen Zellen zeigte sich eine 
vielfache Hochregulation von Angptl 2 und 3. Tatsächlich konnte die in vitro Expansion 
Langzeit-rekonstituierender HSC (LT-HSC) unter dem Einfluß von Angptl 2, 3, 5 und 7 um 
das 24 bis 30-fache gesteigert werden (Zhang et al., 2006). 2008 zeigten die Autoren dann 
auch den stimulierenden Einfluss von Angptl 5 auf die Expansion humaner HSC aus 
Nabelschnurblut (Zhang et al., 2008). Die Untersuchung von in vitro Effekten wurde 
schließlich durch Generierung einer Angptl 3-Knockout Maus ermöglicht. Diese zeigt neben 
verringerten Triglyzerid-Spiegeln auch Veränderungen innerhalb des hämatopoetischen 
Kompartments: Hier scheint Angptl 3 zum einen die Quieszenz von HSC zu beeinflussen, 
zum anderen wurde durch serielle Transplantation die wichtige Rolle von Angptl 3 für die in 
vivo Expansion und die Fähigkeit zur Selbsterneuerung gezeigt (Zheng et al., 2010). 
Im Bestreben HSC für therapeutische Zwecke in vitro zu expandieren, werden die Angptl-
Proteine in Kombination mit weiteren Zytokinen und unter Verwendung von MSC als 
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„feeder“-Zellen getestet. Maximale Expansion wird erreicht bei Zugabe von 500 ng/mL 
Angptl 5 in ein Medium, welches zusätzlich 10 ng/mL FGF-1, 20 ng/mL SCF und 100 ng/mL 
TPO enthält (Walenda et al., 2011). In anderen Publikationen werden MSC als 
„feeder“ verwendet, die mit Angptl 5 stabil transduziert sind und dieses kontinuierlich ins 
Medium sekretieren (Khoury et al., 2011). Analysen der Proteinstruktur und Experimente in 
denen verkürzte Formen der Angptl-Proteine verwendet wurden, zeigen, dass die amino-
terminale coiled coil Domäne ausreichend ist, um die Effekte auf HSC zu vermitteln 
(Broxmeyer et al., 2012). 
Die Identifizierung des Rezeptors für Angptl 2 und 5 gibt Einblicke in die intrazelluläre 
Signaltransduktion: Der immun-inhibitorische Rezeptor LILRB2 enthält in seiner 
intrazellulären Domäne ein sogenanntes Tyrosine-based Inhibitory Motiv (ITIM), welches 
nach Aktivierung des Rezeptors an dem entsprechenden Tyrosin-Rest phosphoryliert wird. 
So entsteht eine Bindungsstelle für die SH2-Domäne der Tyrosin-Phosphatase SHP-1, 
welche durch Dephosphorylierung weitere Signalwege beeinflussen kann. Tatsächlich 
kommt es nach Angptl 5 Behandlung in HSC zu einer erhöhten Phosphorylierung der 
Calcium/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase IV (CAMK4) (Zheng et al., 2012), welche 
entscheidend am Erhalt des Selbsterneuerungspotentials von HSC beteiligt (Kitsos et al., 
2005). 
1.5.2 Angiopoietin-like 4 
Das humane Angptl 4-Gen ist auf dem Chromosom 19p13.3 lokalisiert, besteht aus sieben 
Exons und kodiert für ein 406 Aminosäuren langes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht 
von 45 bis 65 kDa. Das Protein enthält ein sekretorisches Signal-Peptid und drei potentielle 
N-Glykosylierungsstellen von welchen eine sialysiert wird (Clement et al., 2011). Angptl 4 
zeigt die für Angptl-Proteine typische Quartärstruktur aus amino-terminaler coiled-coil und 
carboxy-terminaler fibrinogen-ähnlicher Domäne. Die Spaltung beider Domänen erfolgt 
gewebeabhängig durch verschiedene Proproteinconvertasen wie PCSK 3 
(Proprotein convertase subtilisin/kexin type 3), Furin und PC 5/6 (Proproteinconvertase 5/6) 
an der Konsensussequenz R161RKR164. In der Leber liegt zumeist die prozessierte Form von 
Angptl 4 vor, während im Fettgewebe die lange Form sekretiert wird (Mandard et al., 2004). 
Die N-terminale Domäne vermittelt auch die Oligomerisierung von Angptl 4. Dabei können 
Homodimere oder Homotetramere gebildet werden, die sich entsprechend in ihrer 
biologischen Aktivität von den Monomeren unterscheiden (Ge et al., 2004). Der nächste 
Verwandte von Angptl 4 innerhalb der Angptl-Proteine ist Angptl 3, welches nur 30 % 
Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz zu Angptl 4 zeigt. Beide Proteine hemmen die 
LPL. Angptl 3 scheint dabei vorwiegend bei erhöhter Fettaufnahme eine Rolle zu spielen, 
während Angptl 4 auch unter Fastenbedingungen von Bedeutung ist (Li et al., 2006). 
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In der Maus finden sich die höchsten Expressionsraten von Angptl 4 im weißen und braunen 
Fettgewebe. Geringere Konzentrationen zeigen sich in Leber, Skelettmuskulatur und Darm 
(Yoon et al., 2000). Im Menschen wird Angptl 4 ubiquitär exprimiert, mit stark schwankenden 
individuellen Unterschieden. Höhere Expressionswerte sind in Fettgewebe, Leber, 
Dünndarm und Herz nachgewiesen (Mandard et al., 2006). Die Hochregulation der Angptl 4-
Expression kann durch unterschiedliche Stimuli erfolgen: Unter Fastenbedingungen sowie 
bei vermehrter Aufnahme freier Fettsäuren (NEFA = non esterified fatty acids) wird Angptl 4 
in Fettgewebe, Leber, Herz, Plasma und Skelettmuskulatur hochreguliert (Kersten et al., 
2000; Wiesner et al., 2004). Dieser Effekt wird über Glukokortikoide und den nukleären 
Hormonrezeptor PPAR (peroxisome-proliferator-activated receptor α) vermittelt, welcher die 
Transkription von Angptl 4 durch Bindung an ein PPAR-response Element stimuliert. Ein 
solches Element wurde sowohl im humanen, als auch im murinen Angptl 4-Gen gefunden 
(Kaddatz et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von PPAR-
Agonisten, wie Fenofibrat, in erhöhter Angptl 4-Sekretion resultieren. Auch hypoxische 
Bedingungen können, über Aktivierung des Transkriptionsfaktor HIF (Hypoxia inducible 
factor), zur Induktion der Angptl 4-Bildung in Fett, Herzmuskel, Endothel- und Knorpelzellen 
sowie im Gehirn führen (Peng et al., 2006; Murata et al., 2009). In Tumorzellen wurde die 
TGF-β induzierte Induktion von Angptl 4, vermittelt durch die Aktivierung von SMAD-
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen. (Padua et al., 2008). 
Die bisher am besten untersuchte Eigenschaft von Angptl 4 ist die Hemmung der LPL. Die 
Inhibition des Enzyms resultiert in einem Anstieg der Triglyceride (TAG) und Abnahme der 
freien Fettsäuren (NEFA). Es wurde gezeigt, dass die Oligomerisierung und Bildung von 
Disulfidbrücken vermittelt durch zwei konservierte Cysteinreste an Position 76 und 80 für die 
hyperlipidemischen Effekte von Angptl 4 erforderlich sind (Ge et al., 2004). Die Inaktivierung 
der LPL wiederum erfolgt durch Konvertierung aktiver LPL-Dimere in inaktive Monomere. 
Für diesen Effekt essentiell ist ein Abschnitt von 12 hochkonservierten Aminosäuren nahe 
dem N-Terminus von Angptl 4 (Position 44-55). Die gezielte Mutation dreier polarer 
Aminosäuren innerhalb dieser Sequenz (His(46), Gln(50), and Gln(53)) führen zum 
vollständigen Verlust der Fähigkeit LPL zu inhibieren (Yau et al., 2009). Der häufigste 
Polymorphismus des Angptl 4-Gens ist die E40K Variante. Der Austausch von 
Glutaminsäure gegen die basische Aminosäure Lysin an Position 40 resultiert in 
Destabilisierung des Proteins, einer verringerten Oligomerisierung und schließlich einer 
verringerten LPL-Hemmung. Träger des mutierten Gens zeigen somit verringerte TAG-Level 
(Talmud et al., 2008).  
Da die Angptl 4 Expression bei vermehrter Aufnahme freier Fettsäuren ansteigt, wird 
postuliert, dass Angptl 4 empfindliche Zellen, wie Kardiomyozyten, durch reduzierte TAG-
Hydrolyse vor einem „Lipid-overload“ und oxidativem Stress schützt (Georgiadi et al., 2010). 
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Auch Macrophagen werden durch Angptl 4 vor lipid-induzierter Aktivierung bewahrt 
(Lichtenstein et al., 2010). 
Daraus ergibt sich ein Zusammenhang mit der Rolle von Angptl 4 während inflammatorischer 
Prozesse, die häufig mit Störungen des Fettstoffwechsels oder übermäßiger Fettaufnahme 
assoziiert sind. 2009 wurde Angptl 4 als „acute phase response“-Protein beschrieben. Im 
Verlauf dieser unspezifischen Abwehrreaktion kommt es zum Angptl 4-vermittelten Anstieg 
von Triglyzeriden im Serum (Lu et al., 2010; Khovidhunkit et al., 2004). Diese akkumulieren 
in sogenannten „very low density lipoproteins“ (VLDL), deren Synthese parallel in der Leber 
erhöht wird. Als Teil der angeborenen Immunantwort binden diese Lipoproteine bakterielles 
Lipopolysaccharid (LPS) durch ihren Phospholipid- oder Apolipoproteinanteil und entfernen 
es so aus der Zirkulation (Aspichueta et al., 2012). Werden Angptl 4-defiziente Mäuse mit 
großen Mengen gesättigter Fettsäuren ernährt, so zeigt sich zunächst eine deutliche 
Erhöhung inflammatorischer Marker wie Amyloid A oder IL6. Nach Beginn der Diät 
versterben die Mäuse innerhalb von höchstens 25 Wochen an den zahlreichen Folgen 
konstanter inflammatorischer Prozesse, wie Peritonitis, Aszites, intestinaler Fibrose und 
Kachexie (Lichtenstein et al., 2010). 
Auch der Prozess der Wundheilung umfasst eine Phase der Inflammation, gefolgt von Re-
Epithelialisierung und Matrix-Remodeling. Hier bewirkt das während der inflammatorischen 
Phase gebildete Angptl 4 eine bessere Verfügbarkeit lokaler extrazellulärer Matrix (ECM)-
Proteine durch Inhibition deren Abbaus durch Proteasen. Zum anderen interagiert es mit den 
Integrinen β1 und β5 auf Keratinocyten und aktiviert so deren Migration. Dies wird vermittelt 
durch integrin-abhängige intrazelluläre Signalwege, welche unter anderem die FAK (focal 
adhesion kinase) und Rho-GTPasen umfassen (Gho et al., 2010). Angptl 4-defiziente Mäuse 
zeigen dementsprechend eine verlangsamte Wundheilung mit reduzierter Migration der 
Keratinocyten. Ähnlichkeiten finden sich auch zwischen den Bedingungen normaler 
Wundheilung und dem Tumor-Mikroenvironment. So wurde in den perinekrotischen 
Bereichen vieler Tumore eine signifikante Hochregulation der Angptl 4 mRNA gefunden 
(Nakayama et al., 2011 und Le Jan et al., 2003). Dieses trägt hier zu einem redox-basierten 
Mechanismus bei, der den Tumorzellen hilft Apoptose zu umgehen. Diese wird 
normalerweise induziert, wenn die Tumorzellen den Kontakt zur ECM und den Integrinen 
anderer Zellen verlieren (Anoikis). In einem Prozess der als „autocrine adhesion 
mimicry“ bezeichnet wird, bindet das von den Tumorzellen gebildete Angptl 4 an β1 und β5 
Integrine auf der eigenen Tumorzelloberfläche und führt so zur konstanten Erhöhung der 
onkogenen O2-/H2O2 Ratio. In der Folge kommt es zur Aktivierung der Src-Kinasen und der 
nachgeschalteten PI3K und ERK-Signalkaskaden, welche das Zellüberleben und somit das 
Tumorwachstum fördern. Auch über seine angiogenen bzw. antiangiogenen Effekte kann 
Angptl 4 das Tumorwachstum beeinflussen. So gilt die Vaskularisation eines soliden Tumors 
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als Indikator für dessen onkogenes Potential. Die Rolle von Angptl 4 in diesem 
Zusammenhang wird kontrovers diskutiert. In einigen Publikationen wurde gezeigt, dass die 
ECM-gebundene Form von Angptl 4 die endotheliale Zelladhäsion und Migration (Cazes et 
al., 2006) sowie die Metastasierung durch antiangiogene Effekte hemmt (Galaup et al., 2006). 
In anderen Arbeiten wurde Angptl 4 als pro-angiogener und pro-metastatischer Faktor 
postuliert. Dabei wurde die Wirkung des Proteins in einem renalen Karzinom unter 
ischämischen Bedingungen untersucht (Le Jan et al., 2003). Eine Übersicht über die bisher 
beschriebenen Wirkungen von Angptl 4 gibt Abbildung 1-3. 
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Abbildung 1-3: Wirkungen von Angptl 4 Unterschiedliche Stimuli wie Fasten, Hypoxie, Freie 
Fettsäuren, PPAR-Agonisten und TGFβ können die Angptl 4-Expression induzieren. Durch Hemmung 
der Lipoproteinlipase (LPL) beeinflusst Angptl 4 den Energiestoffwechsel und auch inflammatorische 
Prozesse. Der Anstieg freier Triglyzeride führt zu deren Akkumulation in very low densitiy lipoproteins 
(VLDL) welche bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) binden. Bei Wundheilungsprozessen ist Angptl 4 
u.a. durch die Aktivierung der focal adhesion kinase (FAK) und Stimulierung der Migration von 
Keratinozyten von besonderer Bedeutung. Krebszellen werden durch Angpt l4 mittels „autocrine 
adhesion mimicry“ vor Anoikis geschützt. Zudem spielt es eine Rolle bei der  Vaskularisation solider 
Tumoren und durch Beeinflussung des Zytoskellets bei der Metastasierung. (Quelle: in Anlehnung an 
Zhu et al., 2012) 
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1.6 Zielsetzung und Strategie 
Während einer infektionsbedingten Inflammation werden Bestandteile der Pathogene 
(PAMPs) zunächst von Pattern Recognition Rezeptoren (PRR) detektiert, die von 
hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Zellen exprimiert werden. In der Folge 
kommt es zur Aktivierung und Rekrutierung weiterer Immunzellen. Breitet sich die 
Inflammation systemisch aus, erfolgt zudem eine Anpassung der Hämatopoese an die 
besonderen Herausforderungen. In einem als „Emergency Myelopoese“ bezeichneten 
Prozess steigt die Produktion myelomonozytärer Zellen im Knochenmark und deren 
Mobilisierung ins Blut. Die Mechanismen, welche diese Veränderungen vermitteln, sind nicht 
vollständig aufgeklärt. Es wurde gezeigt, dass die Erkennung von PAMPs durch TLR-
exprimierende, nicht-hämatopoetische Zellen ausreichend ist, um eine „Emergency 
Myelopoese“ zu initiieren (Boettcher und Ziegler et al., 2012). Als solche nicht-
hämatopoetische Kandidatenzellen für die Integration pathogener Signale in die 
Hämatopoese gelten mesenchymale Stammzellen (MSC). Diese sekretieren infolge von 
LPS-Stimulation G-CSF und weitere promyeloische Zytokine. Die Überstände stimulierter 
MSC zeigen ein zweieinhalbfach höheres Potential, die Bildung myeloider Kolonien in 
klonogenen Assays zu stimulieren. Dieser Effekt lässt sich nur teilweise durch die Zugabe 
von G-CSF, GM-CSF und M-CSF nachahmen (persönliche Mitteilung von Dr. Patrick Ziegler), 
so dass die Beteiligung weiterer Zytokine postuliert werden kann. Weitere Hinweise auf 
redundante Faktoren liefern Untersuchungen an G-CSF-Knockout und G-CSF-GM-CSF-
Doppel-Knockout-Mäusen, die immer noch zu einer reaktiven Granulopoese befähigt sind 
(Seymour et al., 1997). 
Im Rahmen dieser Arbeit wird das Kandidatenprotein Angptl 4 als neuer Mediator der 
„Emergency Myelopoese“ untersucht. Die Identifikation des Proteins erfolgte aufgrund der 
Ergebnisse des in Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Micro-Arrays und der in Abschnitt 1.5.1 
dargestellten Wirkungen der Angptl-Proteine auf die Hämatopoese. Die Arbeit gliedert sich 
demzufolge in drei Abschnitte: 
Im ersten Teil soll zunächst die inflammatorisch regulierte Expression des Proteins im 
Knochenmark auf RNA und Proteinebene verifiziert werden. 
Der zweite Teil befasst sich mit der Wirkung von Angptl 4 auf die Hämatopoese. Dies erfolgt 
zunächst in vitro durch CFU-Assays und Flüssigkulturen und in vivo durch Applikation von 
Angptl 4 in C57BL-Mäuse. Diese Mäuse werden anschließend bezüglich des Effektes von 
Angptl 4 auf Ebene der Stammzellen und frühen Progenitoren, der späteren Granulopoese 
sowie der Megakaryopoese analysiert. In funktionellen Assays wird zusätzlich ermittelt, ob 
Angptl 4 die Rekonstitution lethal bestrahlter Mäuse beeinflusst. 
Im letzten Teil werden MSC als Kandidatenzellen genauer betrachtet. Dieser Abschnitt 
umfasst die Isolation und Charakterisierung humaner und muriner MSC. Nach Stimulation 
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der MSC mit LPS wird ein Profil exprimierter Zytokine erstellt, unter besonderer Betrachtung 
von Angptl 4. 
Als allgemeines Ziel dieser Arbeit kann zunächst ein besseres Verständnis der Integration 
konservierter pathogener Signale in die Hämatopoese formuliert werden. Im Speziellen 
bedeutet dies, wie zuvor dargestellt, die Charakterisierung von Angptl 4 als Mediator dieser 
Prozesse, einschließlich einer genauen Beschreibung seiner Effekte auf die Hämatopoese. 
Diese Erkenntnisse können Ausblicke auf mögliche Targets oder Anwendungen zur 
Behandlung septischer oder hämatologischer Krankheitsbilder liefern. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte 
7500 Fast Real-Time PCR System    Applied Biosystems, CA, USA 
Analysenwaage TE124S     Sartorius, Göttingen, D 
Begasungsbrutschrank Cytoperm2    Heraeus, Osterode, D 
Bestrahlungsgerät MultiRad     Faxitron Bioptics, Tucson, USA 
BioVortex V1 plus      Peq Lab, Erlangen, D 
Blutmessgerät ScilVet abc     Scil, Viernheim, D 
Durchflusszytometer GalliosTM 10/3    Beckman Coulter, Krefeld, D 
Einkanalpipetten Peqpette     Peq Lab, Erlangen, D 
Elektrophoresekammer Mupid Mini Gel Migration   Takara, Shiga, J 
Färbeautomat Chromomatic 3.111.00   PSI Gruenewald, Laudenbach, D 
-80°C-Schrank Freezer HFC Basics    Heraeus, Osterode, D 
Geldokumentationssystem GenoView   VWR, Darmstadt, D 
Kühlzentrifuge Varifuge 3.0 RS    Heraeus, Osterode, D 
Nano Drop 2000c      Thermo Scientific, Rockford, USA 
Magnetrührer IKA-RH basic 2    PCE, Meschede, D 
Mehrkanalpipetten Peqpette     Peq Lab, Erlangen, D 
Microplate Reader RT-2100C    Rayto, Shenzhen, C 
Mikrokühlzentrifuge Perfect Spin 24R   Peq Lab, Erlangen, D 
Mikroskop Axiovert 135     Zeiss, Jena, D 
Mikroskop Axiplan dhs MicroCam 5.1   Zeiss, Jena, D 
pH-Meter FE20      Mettler Toledo,Gießen, D 
Pipettierhilfe Pipetus® 100-240 V    Hirschmann, Eberstadt, D 
Präzisionswaage M Power AZ3102    Sartorius, Göttingen, D 
Precellys 24 Homogenisator     Peq Lab, Erlangen, D 
Seperationsmagnet LS-MACS    Miltenyi, Bergisch Gladbach, D 
Sterilbank Herasafe      Heraeus, Osterode, D 
Thermocycler PeqStar 96 Universal    Peq Lab, Erlangen, D 
Thermo-Shaker TS-100     Peq Lab, Erlangen, D 
Wasserbad WNE14      Memmert, Schwabach, D 
Zytozentrifufe ShandonCytospin3    Thermo Scientific, Waltham, USA 
Pinzetten und Sezierbesteck     Aesculap, Tuttlingen, D 
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2.1.2 Kunststoffwaren und Einwegartikel 
96-well PCR-Platten      Applied Biosystems, CA, USA 
Blunt-End Needles      Stem Cell Technologies, USA 
Cellstrainer, 70µm      Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
Cryo-Gefäße       Sarstedt, Nürnberg, D 
Deckgläser       MERCK, Bruchsal, D 
FACS-Tubes       Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
Kanüle Microlance (20G, 0,9 mm x40 mm   Becton, Dickinson, Heidelberg, D 
Kanüle Microlance (27G, 0,4 mm x19 mm)   Becton, Dickinson, Heidelberg, D 
MACS-Seperation Columns LS    Miltenyi, Bergisch Gladbach, D 
Objektträger       Engelbrecht Labortechnik, 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 mL)    Eppendorf, Hamburg  
Pipettenspitzen (0,5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000µL) Eppendorf, Hamburg, D 
Reaktionsgefäße, PP (1,5 mL, 2 mL)   Greiner Bio-One, Solingen, D 
Rektionsgefäße (13mL)     Sarstedt, Nürnberg, D 
Serologische Pipetten     Sarstedt, Nürnberg, D 
Spritzen (5mL)      Terumo, Tokyo,J 
Zellkulturgefäße 12 wells     Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
Zellkulturgefäße 6 wells     Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
Zellkulturflaschen      Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
Zentrifugenröhrchen (50mL)     Greiner Bio-One, Solingen, D 
 
2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien 
2.1.3.1 Chemikalien 
7-Aminoactinomycin      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Agarose       Invitrogen, Carlsbad, USA 
Betain        Affymetrix, USA 
Borgal        Virbac, Bad Oldesloe, D 
Bovines Serum Albumin     Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Chloroform       Merck, Bruchsal, D 
DEPC-behandeltes Wasser     Ambion, USA 
Desoxynukleosidtriphophat (dNTPs)   Roche, Mannheim, D 
DNA Ladder 100 bp      New England Biolabs,Schwalbach  
Ethanol       Merck, Bruchsal, D 
Ethidiumbromid      Invitrogen, Carlsbad, USA 
Ficoll        GE Healthcare, USA 
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Formaldehyd       Merck, Bruchsal, D 
Isofluoran (Forene®)      Abott, Wiesbaden, D 
Isopropanol       Merck, Bruchsal, D 
Lipopolysaccharid E.coli K12    Invivogen, Toulouse, F 
Lipopolysaccharid S. Minnesota    Invivogen, Toulouse, F 
Natriumazid       Roth, Karlsruhe, D 
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Roth, Karlsruhe 
Natrium-EDTA      Sigma Aldrich, Steinheim, D  
Oil Red O       Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Propidiumiodid      Sigma, Taufkirchen, D 
Silbernitrat       Sigma Aldrich, Steinheim, D 
TaqMan® Fast Universal PCR Mastermix   Applied Biosystems, CA, USA 
TriZol        Ambion, USA 
2.1.3.2 Bestandteile der Nährmedien 
Ascorbinsäure-2-Phosphat     Sigma-Aldrich, Steinheim. D 
Βeta-Glycerophosphat     Sigma-Aldrich, Steinheim. D 
Bit 9500 Serum Substitute     Stem Cell Technolgies, USA 
Dexamethason      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Dimethylsulfoxid      Sigma, Taufkirchen, D 
Dulbeccos Medium (DMEM),LG    Biochrom, Berlin, D 
Fötales Kälberserum (FCS)     Biochrom, Berlin,D 
3-Isobutyl-1-methylxanthin     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Iscoves modified Dulbeccos Medium (IMDM)  GIBCO BRL, Gaithersburg, USA 
Indomethacin       Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Insulin (Insuman Rapid)     Sanofi-Aventis, Paris,F 
L-Glutamin       GIBCO BRL, Gaithersburg, USA 
MethoCult H4100      Stem Cell Technologies, USA 
Methocult M3231      Stem Cell Technologies, USA 
Natriumpyruvat      GIBCO BRL, Gaithersburg, USA 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA)   GIBCO BRL, Gaithersburg, USA 
Penicillin/Streptamycin (PenStrep)    GIBCO BRL, Gaithersburg, USA 
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2.1.3.3 Zytokine 
Angiopoietin-Like 4 (Angptl 4) human, murin   R&D Systems, USA 
Erythropoietin (EPO) human      R&D Systems, USA 
Flt3-Ligand (FLT3-L) human und murin    R&D Systems, USA 
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) human  R&D Systems, USA 
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) murin  Miltenyi, Bergisch Gladach 
Granulocyte-Macrophage-CSF (GM-CSF) human, murin  R&D Systems, USA 
Interleukin-3 (IL-3)  human und murin    R&D Systems, USA 
Interleukin-6 (IL6)  human und murin    R&D Systems, USA 
Interleukin-11 (IL-11)  human und murin    R&D Systems, USA 
Stem Cell Factor (SCF)  human     R&D Systems, USA 
Stem Cell Factor (SCF)  murin     Miltenyi, Bergisch Gladach 
Thrombopoietin (TPO)  human     R&D Systems, USA 
Thrombopoietin (TPO) murin      Miltenyi, Bergisch Gladach 
 
 
2.1.4 Nährmedien und Lösungen 
2.1.4.1 Medien zur Kultivierung von MSC 
 
Grundmedium MSC 
Dulbeccos Medium (DMEM),LG + 
Fötales Kälberserum (FCS)     20 % 
Penicillin/Streptamycin (PenStrep)    50 U/mL 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA)   1 % 
Natriumpyruvat      1 mM 
 
Medium zur Isolation von primären MSCs 
Iscoves modified Dulbeccos Medium (IMDM) + 
FCS        20 % 
Pen/Strep       50 U/mL 
NEAA        1 % 
Natriumpyruvat      1 mM 
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Differenzierungsmedium Adipogenese 
DMEM, HG + 
FCS        10 % 
PenStrep       50 U/mL 
Insulin (Insuman Rapid)     0,01 mg/mL 
Dexamethason      1 µM 
Indomethacin       0,2 mM 
3-Isobutyl-1-methylxanthin     0,5 mM 
 
Erhaltungsmedium Adipogenese 
DMEM, HG + 
10 % FCS       10 % 
U/mL PenStrep      50 U/mL 
mg/mL Insulin (Insuman Rapid)    0,1 mg/mL 
 
Differenzierungsmedium Osteogenese 
DMEM, HG + 
FCS        10 % 
PenStrep       1 % 
L-Glutamin       1 % 
Dexamethason      0,1 µM 
Ascorbinsäure-2-phosphat     0,05 M 
 
Erhaltungsmedium Osteogenese 
DMEM, HG + 
10 % FCS       10 % 
1 % PenStrep       1 % 
1 % L-Glutamin      1 % 
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2.1.4.2 Medien zur Kultivierung von primären murinen HPC 
 
Megakaryopoese Grundmedium 
IMDM + 
Bit 9500 (5x)       20 % 
PenStrep       1 % 
SCF        25 ng/mL 
Optional: TPO, Angptl 4     30 ng/mL 
 
Methylzellulose Grundmedium 
IMDM (30% FCS) + 
MethoCult M3231      80 % 
L-Glutamin       2mM 
PenStrep       1 % 
mSCF        10 ng/mL 
mTPO        50 ng/mL 
hEPO        2 U/mL 
optional: mG-CSF,m GM-CSF, mIL3, mAngptl 4  50 ng/mL 
 
2.1.4.3 Lösungen und Puffer 
 
PBS-Puffer 
A.dest + 
Natriumchlorid      0,8 % (w/v) 
Kaliumchlorid       0,02 % (w/v) 
Dinatriumhydrogenphosphat     0,142 % (w/v) 
Kaliumdihydrogenphosphat     0,27 % (w/v) 
 
FACS Puffer 
PBS Puffer + 
BSA        0,5 % 
Natriumazid       15,4 mM 
Na-EDTA       1,57 mM 
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Färbelösung Adipogenese 
OilRedO       0,3 % (w/v) 
Isopropanol (99 %)      59,7 % 
Aqua dest.        40 % 
 
Färbelösung Osteogenese 
Silbernitrat       5 % (w/v) 
Aqua dest.       95 % 
 
Entwicklerlösung Osteogenese 
Natriumhydrogencarbonat     5 % (w/v) 
Formaldehyd       0,5 % 
Aqua dest.       94,5 % 
 
2.1.5 Kits 
ELISA-Kit für humanes Angptl 4    USCN Life Science, USA 
ELISA-Kit für murines Agptl 4    USCN Life Science, USA 
Lineage Cell Depletion Kit, mouse    Miltenyi, Bergisch Gladbach, D 
Quantikine ELISA Kit für humanes G-CSF   R&D Systems, USA 
Quantikine ELISA Kit für murines G-CSF   R&D Systems, USA 
SuperScriptIII First Strand Synthesis System  Invitrogen, Carlsbad, USA 
 
2.1.6 Enzyme 
SuperScript III Transkriptase     Invitrogen, Carlsbad, USA 
RedTaq DNA Polymerase     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
RNase H       Invitrogen, Carlsbad USA 
 
2.1.7 Antikörper für die Immunhistochemie 
Anti-Angptl 4, polyclonal     Thermo Scientific, Waltham, USA 
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2.1.8 Antikörper für die Durchflusszytometrie 
 
Antikörper/Konjugat Verdünnung Klon Hersteller Anwendung 
     
Reaktivität murin:     
CD3e-PECy5 1:50 145-2C11 e Biocsience T-Zellen (lin) 
CD4 (L3T4) -PECy5 1:50 GK1.5 e Biocsience T-Zellen (lin) 
CD8a-PECy5 1:50 53-6.7 e Biocsience T-Zellen (lin) 
CD127-PECy5 1:50 A7R34 e Biocsience B-Zellen (lin) 
CD19-PECy5 1:50 MB19-1 e Biocsience B-Zellen (lin) 
CD45R-PECy5 1:50 RA3-6B2 e Biocsience B-Zellen (lin) 
Ly-6G (Gr-1) -PECy5 1:50 RB6-8C5 e Biocsience Granulozyten (lin) 
NK-1.1-PECy5 1:50 PK136 e Biocsience NK-Zellen (lin) 
Ter-119-PECy5 1:50 TER-119 e Biocsience Erythroide Z. (lin) 
Sca-1-PE-Cy7 1:100 D7 e Biocsience Stammzellen 
c-kit-APC/Cy7 1:30 2B8 e Biocsience Stammzellen 
c-kit-FITC 1:100 2B8 e Bioscience Stammzellen 
CD34-FITC 1:30 RAM34 e Biocsience Stammzellen 
CD16/CD32-PE 1:100 2.4G2 e Biocsience Hämatop. Zellen 
CD45.1-V450 1:30 A20 e Biocsience Hämatop. Zellen 
Ly-6G (Gr-1)-PE 1:100 RB6-8C5 e Biocsience Granulozyten 
CD11b-APC/Cy7 1:100 M1/70 e Biocsience Myeloische Zellen 
CD41-APC 1:100 eBioeg30 e Biocsience Megakaryozyten 
CD61-FITC 1:100 209.G3 e Biocsience Megakaryozyten 
CD105-PE 1:50 MJ7/18 BioLegend MSC-Phänotyp 
CD45.1-FITC 1:50 A20 BioLegend MSC-Phänotyp 
CD11b-APC 1:50 M1/70 e Bioscience MSC-Phänotyp 
     
Reaktivität human:     
CD105-FITC 1:50 1G2 BeckmannCoulter MSC-Phänotyp 
CD45-PE 1:50 J.33 BeckmannCoulter MSC-Phänotyp 
CD73-PE-Cy7 1:50 AD2 BeckmannCoulter MSC-Phänotyp 
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2.1.9 Oligonukleotide 
2.1.9.1 Primer für das Zytokin-Profil humaner MSCs 
 
Primer  Sequenz 
  
hGAPDH fwd GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG 
hGAPDH rev GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC 
hAngptl4 fwd GGGTCTCCGCCATTTTTGGT 
hAngptl4 rev GAGTCACCGTCTTTCGTGGG 
hAngptl1 fwd ATAGACTGCGCCTGGGAACT 
hAngptl1 rev TGCACAGGCATTGTACCACC 
hG-CSF fwd AGCCAACTCCATAGCGGCCT 
hG-CSF rev TGGCGTAGAACGCGGTACGA 
hM-CSF fwd CAGAGCCAGAAGGAGGACCA 
hM-CSF rev CCTCCCACGGAGAGACTGTT 
hIL6 fwd AAAGAGGCACTGGCAGAAAA 
hIL6 rev GAGGTGCCCATGCTACATTT 
hIL11 fwd TGCACAGCTGAGGGACAAATTCC 
hIL11 rev CCCCTCACGGCCCAGTCAAG 
hIL1-RN fwd GCCTCCGCAGTCACCTAATC 
IL1-RN rev CAGGCGGCAGACTCAAAACT 
hFLT3-L fwd ACAACCTATCTCCTCCTGCTG 
hFLT3-L rev GGCACATTTAATCCTCTCGTC 
hSCF fwd CTCCTATTTAATCCTCTCGTC 
hSCF rev  TACTACCATCTCGCTTATCCA 
hCcl2 fwd ACCTTCATTCCCCAAGGGCT 
hCcl2 rev CCCAGGGGTAGAACTGTGGT 
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2.1.9.2 Primer für das Zytokin-Profil muriner MSCs 
 
Primer Sequenz 
  
mBeta-Actin fwd TCCTGGAGAAGAGCTACGAGC 
mBeta-Actin rev GTAGTTTCGTGGATGCCACAGG 
mAngptl4 fwd GCAGTTGTGTGCCACCTACA 
mAngptl4 rev GTGCATCTTTTCCAGGCCCA 
mG-CSF fwd GCAGTTGTGTGCCACCTACA 
mG-CSF rev GAAGCAAGTCCAAGGTGGGG 
mGM-CSF fwd AGCTCTTTTGCAGTGAGCCC 
mGM-CSF rev TTGTCTTCCGCTGTCCAAGC 
mIL-6 fwd TGATGCTGGTGACAACCACG 
mIL-6 rev AACGCACTAGGTTTGCCGAG 
 
2.1.9.3 Taq-Man® Gene Expression Assays 
18s RNA, murin (geneID19791)    Applied Biosystems, USA 
G-CSF, murin (geneID12986)    Applied Biosystems, USA 
Angptl 4, murin (geneID 57875)    Applied Biosystems, USA 
NF-E2, murin (geneID 18022)    Applied Biosystems, USA 
STAT3, murin (geneID 20848)    Applied Biosystems, USA 
Fli-1, murin (geneID 14247)     Applied Biosystems, USA 
p-Selectin (geneID 25651)     Applied Biosystems, USA 
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2.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen 
2.2.1 Arbeiten mit primären MSC 
2.2.1.1 Isolation und Separation von humanen MSC 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Isolation von humanen MSC aus Knochenfragmenten, 
die bei Routineeingriffen in der Abteilung Orthopädie und Unfallchirugie anfielen. Alle 
betroffenen Patienten wurden zuvor ausführlich aufgeklärt und gaben ihr schriftliches 
Einverständnis ab. 
Die Knochenstücke wurden zunächst unter sterilen Bedingungen zerkleinert und mehrfach 
mit PBS-Puffer gespült. Die entstandene Zellsuspension wurde anschließend durch ein 
Zellsieb mit 100 µm Porengröße passiert. 
Die Separation der mononukleären Zellen erfolgte durch Ficoll-Hypaque Dichte-
gradientenzentrifugation. Hierzu wurden 50 mL Zentrifugenröhrchen mit 12 mL Ficoll-
Hypaque Lösung befüllt und vorsichtig mit 30 mL Zellsuspension überschichtet.  
Anschließend wurden die Proben für 30 min bei 1500 rpm und ohne Bremse zentrifugiert. 
Dabei sedimentieren Granulozyten und Erythrozyten aufgrund ihrer höheren Dichte und 
koagglutiniert durch das Polysaccharid Ficoll (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer). Die 
mononukleären Zellen bilden einen gut sichtbaren weißlichen Ring an der Phasengrenze. 
Dieser wurde möglichst vollständig abgenommen, in ein weiteres 50 mL Zentrifugenröhrchen 
überführt und mit PBS-Puffer auf 50 mL Volumen aufgefüllt. Durch erneute Zentrifugation für 
10 min bei 1500 rpm konnten die Zellen pelletiert und mit PBS-Puffer ein weiteres Mal 
gewaschen werden. 
Nach Bestimmung der Zellzahl (siehe 2.2.3.2) wurden die Zellen in 10 mL Isolationsmedium 
(siehe 2.1.4.1) aufgenommen und in eine 25 cm2 Zellkulturflasche ausgesät. Diese wurde 
zuvor für eine Stunde mit FCS beschichtet, um das adhärente Wachstum von Macrophagen 
zu verhindern. Als optimal für das schnelle Anwachsen der ersten MSC-Klone hat sich eine 
Zellzahl zwischen 1*107 bis 1*108 pro 10 mL herausgestellt. 
Nach 24 h wurde das Isolationsmedium durch 10 mL Grundmedium mit 10-8 M 
Dexamethason ersetzt. Nicht-adhärente Zellen wurden hiermit entfernt und zusätzlich das 
Wachstum hämatopoetischer Zellen durch Dexamethason gehemmt. 
2.2.1.2 Isolation und Separation muriner MSC 
Die Isolation muriner MSC erfolgte aus dem Knochenmark von 6 bis 8 Wochen alten Black 
Six (C57BL)-Mäusen. Hierzu wurde das Knochenmark, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, 
aus Tibia und Femur präpariert. Die Zellsuspension wurde, wie auch bei der Isolation 
humaner MSC, durch Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt (siehe 
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2.2.1). Die Volumina der entsprechenden Bestandteile wurden jedoch reduziert. So wurden 
2 mL Ficoll in ein 13 mL Zentrifugenröhrchen vorgelegt und mit 5 mL Zellsuspension 
überschichtet. Die aus dem Interphase-Ring gewonnenen mononukleären Zellen wurden mit 
einer Dichte von 25*106/mL unter Verwendung des MSC-Isolationsmediums im 12-well 
Format ausgesät. Ein wesentlicher Unterschied zur Isolation humaner MSC bestand in den 
häufigen Medienwechseln nach der Separation. Bereits nach drei Stunden wurde das 
Isolationsmedium durch das dexamethason-haltige Grundmedium (10-8 M Dexamethason) 
ersetzt. Innerhalb der darauffolgenden 70 h erfolgten weitere 10 Medienwechsel in 7 h 
Intervallen. Erst danach wurden die Zellen in dexamethason-freiem Medium kultiviert. 
2.2.1.3 Kultivierung der MSC 
Murine und humane MSC wurden im Rahmen dieser Arbeit in sechs unterschiedlichen 
Medien (siehe 2.1.4.1) bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Erfolgte keine Differenzierung der 
MSC, so wurde Grundmedium verwendet. Zur Charakterisierung und Nachweis des 
Stammzellpotentials erfolgte die Inkubation entsprechend in adipogenem bzw. osteogenem 
Differenzierungsmedium (siehe 2.2.1.5 und 2.2.1.6). Unter allen Bedingungen zeigten die 
MSC-Isolate die Eigenschaft der Plastikadhärenz. 
2.2.1.4 Passagieren und Kryokonservierung der MSC 
Die MSC wurden gesplittet, wenn die Konfluenz etwa 80-90 % betrug. Hierzu wurde der 
Zellrasen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend durch Zugabe von 
15 µL/cm2 Trypsin-EDTA bei 37°C abgelöst. Üblicherweise erfolgte die Freisetzung aller 
Zellen innerhalb von 10 min, dann wurde die Trypsinierung durch Zugabe von 80 µL/cm2 
Medium mit 20 % FCS gestoppt. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm für 5 min konnten die 
Zellen zur Entfernung der Trypsin-Lösung in frischem Medium resuspendiert und die Zellzahl 
bestimmt werden. Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von etwa 1,4*104 Zellen pro cm2. 
Für eine spätere Verwendung wurden alle isolierten MSC in Passage 1 kryokonserviert. 
Dazu wurden mindestens 107 Zellen abzentrifugiert und in 1 mL Kryomedium (siehe 2.1.4) 
resuspendiert. Die Zellen wurden danach sofort bei -80°C eingefroren und gelagert. 
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2.2.1.5 Adipogene Differenzierung der MSC 
Zur basalen Charakterisierung der MSC wurden diese in Adipozyten differenziert. Für murine 
und humane MSC konnte dabei grundsätzlich das gleiche Protokoll verwendet werden. 
Die Zellen wurden zunächst im Six-Well Format mit einer Dichte von 2*104/cm2 ausgesät und 
im Grundmedium bis zur 100%igen Konfluenz kultiviert. 
Dann erfolge die Differenzierung in drei aufeinanderfolgenden Zyklen von Induktion und 
Erhaltung. Ein Zyklus bestand aus drei Tagen Kultivierung in adipogenem Induktionsmedium 
AIM, gefolgt von ein bis drei Tagen Kultivierung in adipogenem Erhaltungsmedium AMM 
(siehe 2.1.4.1). Den als Kontrolle dienenden nicht-induzierten Zellen wurde zur gleichen Zeit 
frisches AMM gegeben. Der Mediumwechsel erfolgte besonders vorsichtig, um eine 
Zerstörung der entstehenden Lipid-Vakuolen zu vermeiden. Nach Abschluss der drei Zyklen 
wurden die Zellen 7 weitere Tage mit AMM-Medium inkubiert. Bei der Differenzierung von 
murinen MSC waren häufig nur zwei Zyklen notwendig um eine über 80%ige Differenzierung 
in Fettzellen zu erreichen. Der Verlauf konnte mikroskopisch gut verfolgt werden. 
Nach gelungener Differenzierung erfolgte die Anfärbung der Lipid-Vakuolen mittels Oil-Red. 
Hierzu wurden die Zellen zunächst vorsichtig mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend 
mit 2 mL Oil-Red-Färbelösung (pro well) für 30 min gefärbt. Nach erneutem Waschen 
konnten die gefärbten Zellen mit PBS überschichtet und die Differenzierung fotografisch 
dokumentiert werden. 
2.2.1.6 Osteogene Differenzierung der MSC 
Auch bei der osteogenen Differenzierung konnte für murine und humane MSC ein 
identisches Protokoll verwendet werden. Hierzu wurden die Zellen mit einer Dichte von 
2*104/cm2 in Six-wells ausgesät und im Grundmedium bis zur Konfluenz kultiviert. Bei 
murinen MSC wurde die Induktion der Osteogenese bereits bei 80%iger Konfluenz gestartet, 
da diese oft so stark proliferierten, dass sich der Zellrasen nach dreiwöchiger Kultur vom 
Zellkulturgefäß ablöste. 
Die osteogene Differenzierung erfolgte durch vollständigen Ersatz des Grundmediums durch 
das osteogene Induktionsmedium OIM (siehe 2.1.4.1). Dies wurde alle drei bis vier Tage 
über einen Zeitraum von drei Wochen erneuert. Einem entsprechenden Kontrollansatz wurde 
zu gleichen Zeiten frisches OGM (siehe 2.1.4.2) gegeben. 
Nach abgeschlossener Osteogenese konnte das extrazelluläre Kalzium mittels Silbernitrat 
angefärbt werden („von Kossa staining“). Dazu wurden die Zellen zunächst mit PBS-Puffer 
gewaschen und dann mit 2 mL eiskaltem Methanol (pro well) für 30 min bei -20 C fixiert. 
Nach gründlicher Entfernung des Methanols durch mehrere Waschschritte mit Aqua dest. 
wurden 2 mL der Färbelösung (5 % AgNO3) auf den Zellrasen gegeben und die Ansätze im 
Dunkeln für 30 min inkubiert. Abschließend wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen 
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und dann die Färbung durch Zugabe von 2 mL Entwicklerlösung (pro well) für  5-10 min 
entwickelt. Die extrazellulären Kalzium-Ablagerungen zeigen eine hell- bis dunkelbraune 
Farbe. Nach Überschichten mit Aqua dest. konnten die gefärbten Zellen bis zur 
fotografischen Dokumentation im Dunkeln aufbewahrt werden. 
2.2.1.7 Stimulation der MSC mit LPS 
Um zu überprüfen, wie sich die Expression unterschiedlicher Zytokine, im Besonderen 
Angptl 4, unter inflammatorischen Bedingungen verändert, wurden die MSC mit 
Lipopolysaccharid (LPS) als pathogenem Signalmolekül stimuliert. Die Stimulation muriner 
und humaner MSC erfolgte in gleicher Weise. 
Hierzu wurden die Zellen mit einer Dichte von 2*104/cm2 in Six-wells ausgesät und im 
Grundmedium bis zur Konfluenz kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und infolge mit 3 mL Grundmedium kultiviert, welches mit LPS zu einer 
Endkonzentration von 10 µg/mL versetzt war. Hierzu wurde LPS aus Escherichia coli K12 
und Salmonella minnesota zu gleichen Anteilen verwendet. Einem entsprechenden 
Kontrollansatz wurde das identische Volumen PBS-Puffer zugesetzt. 
Zur Gewinnung von RNA wurden die Zellen nach 6 und 24 h geerntet. Hierzu wurde der 
Zellrasen zunächst mit PBS gewaschen und anschließend 1 mL Trizol pro well 
hinzugegeben. Unter Verwendung eines Zellschabers konnten die Zellen nun vom 
Kulturgefäß abgelöst werden und das Zellen-Trizol Gemisch in 1,5 mL Reaktionsgefäße 
überführt werden. Die Isolation der RNA konnte direkt oder nach Konservierung der Proben 
bei -80°C unter Verwendung des unter 2.3.2 beschriebenen Protokolls erfolgen. 
Zur Gewinnung der Zellkulturüberstände wurden die Zellen mit der gleichen Konzentration 
LPS jedoch in einem geringeren Volumen von nur 1,2 mL Medium pro well stimuliert. Die 
Überstände wurden nach 48 h geerntet und sogleich im ELISA verwendet (siehe 2.4.1). 
2.2.1.8 Immunphänotypisierung humaner und muriner MSC 
Zur Phänotypisierung der MSC wurden mindestens 1*106 Zellen abzentrifugiert, mit 1 mL 
FACS-Puffer gewaschen und in ein FACS-Röhrchen überführt. In einem Gesamtvolumen 
von 100 µL erfolgte die Inkubation mit je 2 µL der Antikörper (siehe 2.1.8) als 
Einzelfärbungen im Dunkeln bei 4 °C für 10 min. Anschließend wurden die Zellen mit 3 mL 
FACS-Puffer gewaschen und für die Messung in 500 µL FACS-Puffer resuspendiert. Die 
Messung erfolgte mittels Durchflusszytometer. Unspezifische Bindungen wurden anhand 
entsprechender Isotypkontrollen ermittelt. 
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2.2.2 Arbeiten mit murinen primären HSPC 
2.2.2.1 Bestimmung des klonogenen Potenzials mittels Koloniebildung 
(Colony Assay) 
Die Präparation murinen Knochenmarks, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, ergibt ein 
Gemisch differenzierter und undifferenzierter Zellen. Nur Letztere sind zur Koloniebildung in 
vitro befähigt. Ihr Anteil kann in sogenannten „Colony Assays“ bestimmt werden. Hierzu 
werden die Zellen in semisolidem Medium immobilisiert und bilden morphologisch 
differenzierbare Kolonien. Die Art und Anzahl der gebildeten Klone hängt von den im 
Medium enthaltenen Zytokinen ab. Diese besitzen unterschiedliche Fähigkeiten Progenitoren 
zur Ausdifferenzierung zu rekrutieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden „Colony Assays“ in zwei unterschiedlichen 
Zusammenhängen angewendet. Zunächst wurden Knochenmarkzellen unbehandelter 6 bis 
8 Wochen alter C57BL-Mäuse in Methylzellulose-Medien unterschiedlicher 
Zytokinkombinationen ausgesät. Dabei sollte das Potenzial der verschiedenen Mediatoren 
zur Rekrutierung hämatopoetischer Progenitoren in vitro untersucht werden. In einem 
weiteren Experiment wurden die Knochenmarkzellen der, wie in Abschnitt 2.5.3 
beschriebenen, Angptl 4-behandelten Mäuse in Methylzellulose-Medium mit identischem 
Zytokin-Supplement ausgesät. Es sollten Rückschlüsse auf die in vitro Effekte von Angptl 4 
gezogen werden. 
In beiden Fällen wurden 3*105 Zellen unfraktionierten Knochenmarks pro Ansatz (1,1 mL) mit 
Methylzellulose vermischt und anschließend unter Verwendung von „Blunt-End“-Kanülen im 
Six-well Format ausgesät. Die Ansätze wurden bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Die 
Auszählung der Kolonien erfolgte mikroskopisch 14 Tage nach Kultivierungsbeginn. 
2.2.2.2 Isolation muriner HSPC mittels magnetischer Zellsortierung (MACS) 
Die Anreicherung muriner hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) erfolgte 
aus dem Knochenmark 6 bis 8 Wochen alter C57BL-Mäuse. Hierzu wurde das Knochenmark, 
wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, aus Tibia und Femur präpariert und anschließend mittels 
des „MACS Lineage Cell Depletion Kits“ (siehe 2.1.5) weiter aufgereinigt. Dabei erfolgte die 
Separation der undifferenzierten Zellen anhand des Immunphänotyp unter Verwendung 
Eisen-beads gekoppelter Antikörper. Zunächst wurden die Zellen mit einem Gemisch 
biotinylierter Antikörper nach Angaben des Herstellers inkubiert. Dieses beinhaltet Antikörper 
gegen myeloide Zellen (CD11b), Granulozyten (Gr-1), erythroide (Ter119) sowie B-und T-
Zellen (CD3, CD4, CD8, CD19, CD45RA). In einem zweiten Inkubationsschritt erfolgte die 
Bindung der biotinylierten Antikörper und somit der Lineage-positiven Zellen über 
Streptavidin an die Eisen-Beads. Mittels der an einen Magneten gebundenen LS-Columns, 
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konnten nun die Eisen-bead gekoppelten differenzierten Zellen von den undifferenzierten 
HSPC separiert werden. Dies erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers. 
Die Reinheit der gewonnenen Zellfraktion hinsichtlich der Expression des Stammzellmarkers 
c-Kit wurde mittels Durchflusszytometer überprüft. 
2.2.2.3 Megakaryopoese in vitro 
In einer in vitro Kultur wurde das Potenzial von Angptl 4 getestet unreife HSPC zur 
Differenzierung in die megakaryozytäre Richtung zu stimulieren. Hierzu wurden, wie unter 
2.2.2.2 beschrieben, HSPC aus dem Knochenmark 6 bis 8 Wochen alter C57BL-Mäuse 
aufgereinigt und mit einer Dichte von 1*105 Zellen/mL im 12-well-Format ausgesät. Dem 
verwendeten Megakaryopoese-Grundmedium (siehe 2.1.4.2) wurde in den einzelnen 
Ansätzen 30 ng/mL Angptl 4 und/oder 30 ng/mL TPO zugesetzt. Die Ansätze mit TPO 
dienten als Positiv-Kontrolle für eine megakaryozytäre Differenzierung. Die Analyse der 
entstandenen Zellpopulation erfolgte hinsichtlich Morphologie, Immunphänotyp und der 
Expression megakaryozytär wirksamer Transkriptionsfaktoren. 
2.2.2.4 Herstellen von Zytofugenpräparaten 
Um die Zellen nach abgeschlossener Megakaryopoese morphologisch besser beurteilen zu 
können, wurden Zytofugenpräparate erstellt. Hierzu wurden je 5*105 Zellen mittels Zytofuge 
auf Objektträger zentrifugiert und nach einer mind. 30 minütigen Trocknungsphase mittels 
Papenheimfärbung im Färbeautomaten gefärbt. Nach erneuter Trocknungsphase konnten 
die Präparate unter Verwendung von Entellan eingedeckt werden. 
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2.2.3 Durchflusszytometrie 
Die Analyse von Zellpopulationen anhand ihrer Oberflächenantigene erfolgte im Rahmen 
dieser Arbeit in unterschiedlichen Zusammenhängen. Zunächst diente die 
Immunphänotypisierung der primären MSC zur Identitätsbestimmung und zum Nachweis der 
Vergleichbarkeit der verwendeten Isolate (siehe 2.2.1.8). 
Durch die Färbung unterschiedlicher hämatopoetischer Zellpopulationen sollte vor allem 
deren Veränderung unter dem Einfluss von Angptl 4 und anderen Zytokinen untersucht 
werden. Dies umfasste die Analyse des Knochenmarks von Angptl 4-behandelten Tieren und 
die in vitro Kulturen von HSPC. Im ersten Fall wurden Stamm- und frühe Progenitorzellen 
sowie die granulozytäre und megakaryozytäre Linie untersucht. Die Analyse der in vitro 
Kultur konzentrierte sich auf die Marker der megakaryozytären Differenzierung. 
2.2.3.1 Grundprotokoll für die Immunphänotypisierung 
In allen Fällen wurden die zu analysierenden Zellen nach folgendem Grundprotokoll unter 
Verwendung der entsprechenden Fluorochrom-gekoppelten Antikörper gefärbt. Je nach 
betrachteter Zellpopulation wurden 2*105 (Granulozyten) bis 5*106 (Progenitoren) Zellen in 
einem Volumen von 100 µL FACS-Puffer resuspendiert. Die Zugabe der Antikörper erfolgte 
entsprechend den in Tabelle 2.1.8 angegebenen Verdünnungen. Nach Inkubation für 10 min 
bei 4°C und im Dunkeln wurden die Zellen mit 2 mL FACS-Puffer gewaschen und für die 
Messung in 500 µL resuspendiert. Unspezifische Bindungen der Antikörper wurden durch 
Verwendung entsprechender Isotypkontrollen ermittelt. 
2.2.3.2 Zellzahlbestimmung mittels Durchflusszytometer 
Die Bestimmung der Zellzahl von MSC sowie aller weiterer Zellen erfolgte mittels 
Durchflusszytometer unter Verwendung FITC-gekoppelter Microbeads. Durch Eingabe eines 
Kalibrierungsfaktors, welcher die Konzentration der Beads pro µL angibt, kann die Anzahl 
gemessener Zellen hierzu ins Verhältnis gesetzt werden und so die Zellzahl anhand eines 
Dreisatzes vom Gerät errechnet werden. 
Die Messung erfolgte üblicherweise in einem Gesamtvolumen von 300 µL unter Verwendung 
von 30-100 µL Beads und einem äquivalenten Volumen Zellsuspension. Erfolgte eine 
Veränderung des eins zu eins Verhältnisses von Zellsuspension zu Beads, so wurde die vom 
Gerät angegebene Zellzahl durch Einbeziehen des Verdünnungsfaktor entsprechend 
umgerechnet. 
Zusätzlich wurde jeder Zellzahlmessung 10 µL des Vitalfarbstoffes 7-Aminoactinomycin (7-
AAD) zugesetzt, welcher sich ausschließlich in die DNA toter Zellen mit permeablen 
Membranen einlagert und so deren Detektion und Ausschluss bei der 
durchflusszytometrischen Zellzahlbestimmung ermöglicht. 
41 
Kapitel 2: Material und Methoden 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Micro-Array 
Mittels Micro-Array wurden Kandidatengene ermittelt, die im Knochenmark unter 
inflammatorischen Bedingungen verändert exprimiert werden. 
Hierzu wurde etwa 6 Wochen alten C57/BL-Mäusen 50 µg LPS bzw. PBS intraperitoneal 
unter Verwendung einer 27 G Kanüle appliziert. Nach 8 h wurden die Mäuse mittels 
Isofluoran betäubt, durch zervikale Dislokation getötet und das Knochenmark isoliert. Dies 
erfolgte durch Ausspülen der präparierten Tibia mit 1 mL Trizol unter Verwendung einer 20 G 
Kanüle. Die RNA aus dem Knochenmark wurde nach dem unter 2.3.2 beschriebenen 
Protokoll isoliert und bis zur Verwendung im Micro-Array bei -80°C gelagert. Pro Gruppe 
wurden je zwei Mäuse analysiert. 
Der Micro-Array wurde durchgeführt in Zusammenarbeit mit Dr. Bernd Denecke am 
Interdisziplinären Zentrum für klinische Forschung (IZKF) Aachen unter Verwendung eines 
Affymetrix-Systems.  
2.3.2 Isolation von RNA 
Die Isolation von RNA erfolgte im Rahmen dieser Arbeit aus unterschiedlichen Geweben von 
Mäusen (siehe 2.5.2) sowie den Kulturen von MSC nach LPS-Stimulation (siehe 2.2.1.7) und 
HSPC nach megakaryozytärer Differenzierung (siehe 2.2.2.3). In allen Fällen wurden die 
Zellen mit Trizol (Guanidinum-Thiocyanat-Phenol-Chloroform) aufgeschlossen und die RNA 
extrahiert. Hierzu wurde das Zellen-Trizol-Gemisch zunächst 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurden 200 µL Chloroform hinzugefügt, die Ansätze 15 s geschüttelt 
und weitere 2-3 min inkubiert. Durch Zentrifugation bei 9000 rpm und 4°C für 15 min erfolgte 
die Auftrennung in zwei Phasen. An der Phasengrenze befanden sich Proteine und aufgrund 
ihrer Bindung an Histone auch die DNA. Die RNA befand sich in der oberen wässrigen 
Phase, welche mittels Pipette vorsichtig in ein weiteres Reaktionsgefäß überführt und durch 
Zugabe von 500 µL Isopropanol gefällt wurde. Nach 10 minütiger Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur konnte die RNA bei 9000 rpm, 4°C in 10 min abzentrifugiert werden. Der 
Überstand wurde sorgfältig entfernt und das entstandene Pellet durch Zugabe von 1 mL 
75 %igem Ethanol gewaschen. Die Trocknung der RNA erfolgte bei Raumtemperatur. 
2.3.3 Konzentrationsbestimmung von RNA 
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte spektrophotometrisch mittels NanoDrop. 
Dabei wird die Extinktion der Probe bei einstrahlendem UV-Licht einer Wellenlänge von 
260 nm gemessen, was dem Absorptionsmaximum von Nucleinsäuren entspricht. Die 
Berechnung der Konzentration erfolgt nach folgender Formel: 
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Konzentration von RNA in einer Probe = A260nm  x  Verdünnungsfaktor  x  40 μg/mL 
 
Das Verhältnis A260nm/A280nm einer RNA-Probe liegt idealerweise bei 2. Geringere Werte 
weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder aromatischen Substanzen hin. 
2.3.4 Synthese von cDNA 
Die Synthese der cDNA erfolgte ausgehend von RNA mittels des SuperScriptIII First Strand 
Synthesis System der Firma Invitrogen nach folgendem Protokoll: 
 
Reaktionsansatz 1 (Denaturierung) 
 Konzentration der 
Arbeitslösung 
Eingesetztes 
Volumen 
Endkonzentration Absolute 
Menge 
Wasser - x μL - - 
RNA  X x μL 50 ng/µL 1000 ng 
dNTP Mix 10 mM 2 μL 1 mM 20 nmol 
Random Hexamers 50 ng/μL 2 μL 5 ng/μL 100 ng 
Endvolumen             10 μL 
 
Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte für 5 min bei 65°C und anschließend für 
1 min auf Eis. Dann wurden die folgenden Komponenten hinzugegeben: 
 
Reaktionsansatz 2 (Annealing und Synthese) 
 Konzentration der 
Arbeitslösung 
Eingesetztes 
Volumen 
Endkonzentration Absolute 
Menge 
RT-Puffer 10x 4 μL 1x - 
MgCl2 25 mM 8 μL 5 mM 200 nmol 
dTT 0,1 M 4 μL 2,5 mM 100 nmol 
RNase OUT 40 U/μL 2 μL 2 U/μL 80  
Transkriptase SSIII 200 U/µL 1 µL 5 U/µL 200 U 
Endvolumen            40 μL 
 
Die Inkubation erfolgte mittels PCR-Gerät. Sie umfasste zunächst die Annealing Phase der 
Random Hexamers bei 25°C für 10 min. Die eigentliche Synthese erfolgte bei 50°C für 
50 min und schließlich wurde die Reaktion durch eine 5 minütige Inkubation bei 85°C 
gestoppt. 
Nach Abkühlen der Reaktionansätze auf Eis wurde das RNA-Template durch Zugabe von 
2 U RNaseH pro Ansatz bei 37°C für 20 min verdaut. 
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2.3.5 RT-PCR 
Zur Untersuchung der Genexpression wurde neben der in Abschnitt 2.3.7 beschriebenen 
quantitativen Real-Time-PCR auch eine konventionelle PCR mit cDNA als Template 
durchgeführt. 
Durch die Verwendung identischer Mengen cDNA und Normalisierung im Bezug auf ein 
konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen konnte die Quantifizierung anhand der Bandenstärke 
der PCR-Produkte in einem Agarose-Gel erfolgen. Als Haushaltsgen humaner MSC wurde 
das konstitutiv exprimierte Enzym der Glykolyse Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Die Normalisierung der RNA muriner MSC erfolgte 
anhand des Levels konstitutiv transkribierter ribosomaler 18s RNA. Zur Quantifizierung der 
Banden wurde die Software ImmageJ verwendet. 
Für die Standard-PCR Reaktion wurden folgende Komponenten eingesetzt: 
 
 Konzentration der 
Arbeitslösung 
Eingesetztes 
Volumen 
Endkonzentration Absolute 
Menge 
H2O  - 29 μL - - 
Red Taq Puffer 10x 5 μL 1x - 
dNTP Mix 1,25 mM 2 μL 0,05 mM 2,5 nmol 
Primer fwd 1 μM 5 μL 0,1 µM 5 pmol 
Primer rev 1 µM 5 µL 0,1 µM 5 pmol 
cDNA 25 ng/µL 2 µL 1 ng/µL 50 ng 
Red Taq Pol 1 U/µL 2 µL 0,04 U/µL 2 U 
Endvolumen             50 μL 
 
Die Verwendung der Primer hIL11 und hIL6 erforderte eine Anpassung des PCR-Protokolls 
in folgender Weise: 
 
 Konzentration der 
Arbeitslösung 
Eingesetztes 
Volumen 
Endkonzentration Absolute 
Menge 
H2O  - 7 μL - - 
Red Taq Puffer 10x 5 μL 1x  
dNTP Mix 1,25 mM 8 μL 0,2 mM 10 nmol 
Primer fwd 1 μM 12,5 μL 0,25 µM 12,5 pmol 
Primer rev 1 µM 12,5 µL 0,25 µM 12,5 pmol 
cDNA 25 ng/µL 2 µL 1 ng/µL 50 ng 
Red Taq Pol 1 U/µL 2 µL 0,04 U/µL 2 U 
Endvolumen               50 μL 
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Die PCR wurde in einem PCR-Cycler der Firma PeqLab durchgeführt. Dabei wurde 
folgendes Grundprogramm verwendet: 
 Zeit Temperatur Zyklen 
Intitiale Denaturierung 2 min 94°C  
Denaturierung 1 min 95°C  
Annealing 1 min 55°C 25 /30 
Elongation 1 min 72°C  
Finale Elongation 10 min 72°C  
 
Die Verwendung der Primer hIL6 und hIL11 erforderte eine Veränderung des 
Grundprogramms in folgender Weise: 
 
 Zeit Temperatur Zyklen 
Intitiale Denaturierung 2 min 96°C  
Denaturierung 1 min 96°C  
Annealing 2 min 50°C (IL6) /54°C (IL11) 27 
Elongation 3 min 72°C  
Finale Elongation 10 min 72°C  
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2.3.6 Agarosegel-Elektrophorese 
Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. 
Hierzu wurden Gele aus 2 % Agarose und ca. 0,0001 % Ethidiumbromid in TAE-Puffer 
verwendet. Zur gleichmäßigen Übertragung der Spannung wurden die Gele in eine mit TAE-
Puffer gefüllte Kammer gelegt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte dann bei einer 
Spannung von 100 mV für 25 bis 30 min, abhängig von der erwarteten Größe der zu 
analysierenden Fragmente und der gewünschten Trennschärfe. 
Die DNA-Moleküle wurden dabei durch den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid 
angefärbt. Dieses wurde unter UV-Licht (260 nm) zur Fluoreszenz angeregt und die Gele 
konnten zur Analyse der Banden abfotografiert werden. Die Quantifizierung der Produkte 
erfolgte mittels des Bildanalyseprogramms ImmageJ. 
2.3.7 Quantitative Real-Time-PCR 
Als weitere Methode zur Quantifizierung der Genexpression wurde eine quantitative Real-
Time-PCR durchgeführt. Hierzu wurde wiederum eine PCR-Reaktion ausgehend von cDNA 
als Template durchgeführt. 
Das Prinzip der quantitativen Real-Time-PCR beruht auf der Verwendung 
fluoreszenzmarkierter Primer-Sonden Paare (TaqMan-Assay®), wodurch die Entstehung der 
PCR-Produkte unter Verwendung des 7500 Fast Real Time Light Cyclers detektiert werden 
kann. Das 5`-Ende der Sonden ist hierbei mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FAM) gekoppelt, 
während das 3`-Ende mit einem sogenannten Quencher (TAMRA) verbunden ist, welcher 
zunächst die Freisetzung des Fluoreszenzsignals verhindert. Im Rahmen der PCR-Reaktion 
führt die 5`-Nucleaseaktivität der Polymerase zur Abspaltung des Fluoreszenzfarbstoffes. 
Durch die räumliche Trennung des Farbstoffs vom Quencher kann das Fluoreszenzsignal 
nun nach Anregung mit Licht einer Wellenlänge von 488 nm bei 518 nm emitiert werden. Der 
Anteil der freigesetzten Fluoreszenz ist dabei proportional zur Menge der gebildeten PCR-
Produkte, deren Entstehung sozusagen in Echtzeit verfolgt werden kann. 
Die PCR Reaktion in einem Ansatz umfasste folgende Komponenten: 
 
 Konzentration der 
Arbeitslösung 
Eingesetztes 
Volumen 
Endkonzentration Absolute 
Menge 
H2O  - 5 μL   
Fast Universal MM 2 x 10 μL 1 x  
Primer mit Sonde 20 x 1 μL 1 x  
cDNA 25 ng/µL 4 μL 2 ng/µL 100 ng 
Endvolumen             50 μL 
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Zur Quantifizierung wurde der sogenannte Ct-Wert herangezogen, bei welchem das 
Fluoreszenzsignal erstmals signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz übersteigt und die 
Reaktion in die exponentielle Phase übergeht. Als Referenz diente dabei der Ct-Wert eines 
konstitutiv exprimierten Haushaltsgens, in diesem Fall 18sRNA. 
Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel: 
 
Relative Expression: (1/2 Ct(Gen)-Ct(18sRNS))*10*106 
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2.4 Proteinchemische Methoden 
2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Der Nachweis und die Quantifzierung der Proteine G-CSF und Angptl 4 erfolgte im Rahmen 
dieser Arbeit in Zellkulturüberständen LPS-stimulierter muriner und humaner MSC sowie im 
Plasma und Knochenmark LPS-behandelter Mäuse. 
Dazu wurden ELISA-Kits der Firmen R&D und USCN Life Science verwendet (siehe 2.1.5). 
In allen Fällen handelt es sich um sogenannte Sandwich-ELISAs. Hierbei wurden die zu 
untersuchenden Proben auf Microplatten gegeben, die mit einem polyklonalen spezifischen 
Antikörper für das entsprechende Protein beschichtet sind. Nach einer Inkubationszeit 
wurden ungebundene Substanzen durch wiederholte Waschschritte entfernt und ein zweiter 
sogenannter Detektionsantikörper hinzugegeben, welcher mit dem Enzym 
Horse Radish Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Es erfolgte eine erneute Inkubation und das 
Entfernen ungebundener Antikörper. Schließlich wurde die  Enzymreaktion durch die Zugabe 
des HRP-Substrates Tetramethylbenzidin (TMB) gestartet. Dabei entsteht zunächst ein 
blaues Produkt, welches sich nach Abstoppen der Reaktion mit Chlorwasserstoff gelb färbt. 
Die Emission dieses Farbstoffs kann bei 450 nm detektiert werden und ist proportional zur 
Menge des gebundenen Proteins. Dessen Konzentration kann somit durch parallele 
Messung entsprechender Standard-Lösungen definierter Konzentrationen und Erstellen 
einer Standard-Kurve ermittelt werden. 
2.4.2 Immunhistochemie 
Zum weiteren Nachweis der LPS-induzierten Sekretion von Angptl 4 wurde dieses 
immunhistochemisch im Knochenmark LPS-behandelter Mäuse nachgewiesen. 
Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit der Core Facility Immunhistochemie des 
Interdisziplinären Zentrums für klinische Forschung (IZKF) Aachen. 
Hierzu wurden die Präparate der Wirbelsäulen zunächst entparaffiniert, indem sie in einer 
sogenannten absteigenden Alkoholreihe inkubiert wurden. Diese beinhaltet Xylol sowie 100, 
96 und 70 %igen Ethanol, in welchem die Präparate in dieser Reihenfolge je 3 mal 5 min, 2 
mal 5 min, 2 mal 5 min und 1 min verblieben. Anschließend wurde die endogene Peroxidase 
durch 30 minütige Inkubation in 3 %igem H2O2 geblockt. Die unspezifische Bindung des 
Primärantikörpers wurde durch Behandlung der Präparate mit einer Lösung aus 10 % 
Pferdeserum und 1 % Milchpulver in PBS-Puffer für 30 min bei 37°C verhindert. 
Schließlich wurde der Primärantikörper gegen Angptl 4 in einer 1:50 Verdünnung 
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte für 60 min bei 37°C. Ungebundene Antikörper wurden 
durch Spülen mit PBS-Puffer entfernt. 
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Die Visualisierung der gebundenen Antikörper erfolgte mittels des Universal Dako LSAB+ 
Kits nach Herstellerangaben. Dieses beinhaltet zunächst einen biotinylierten 
Sekundärantikörper, mit welchem die Präparate für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert 
wurden. Anschließend erfolgte die Entfernung ungebundener Antikörper und die Bindung an 
Streptavidin-konjugierte HRP für 30 min bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten 
Waschschritt wurden die Präparate für 2 min bei Raumtemperatur mit dem Substrat 3,3-
Diaminobenzidin (DAB) inkubiert, dieses anschließend mit Aqua dest. entfernt und die 
Präparate für 2-3 min mit Hämalaun gefärbt. Durch Zugabe von Leitungswasser wurde der 
pH Wert erhöht und die Präparate gebläut. 
Abschließend durchlaufen diese die sogenannte aufsteigende Alkoholreihe, welche aus 70, 
96 und 100 %igem Ethanol sowie Xylol besteht. Die Präparate verbleiben 2 min, 2 mal 2 min, 
2 mal 2 min und 2 mal 5 min in den entsprechenden Verdünnungen und können dann unter 
Verwendung von Entellan eingedeckt werden. 
Abweichend von üblichen Protokollen immunhistochemischer Färbungen hat sich bei der 
Etablierung des Angptl 4-Antikörpers ein Schritt der Antigendemaskierung als unnötig 
herausgestellt. 
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2.5 Arbeiten mit dem Tierversuchsmodell Maus 
2.5.1 Zucht und Haltung 
Alle Mäuse wurden im Institut für Versuchstierkunde des Universitätsklinikums Aachen nach 
landesspezifischen Richtlinien und Gesetzen gehalten. Die Tierversuche erfolgten unter 
Beachtung des Tierschutzgesetzes. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Mausstamm 
C57BL/6J der Firma Jackson Lab verwendet. 
Nach den unter 2.5.4 beschriebenen Bestrahlungsversuchen wurde dem Trinkwasser das 
Antibiotikum Borgal in der vom Hersteller empfohlenen Dosierung zugesetzt. 
2.5.2 LPS-Injektion und Organentnahme für die Gewinnung von RNA 
Um die inflammatorisch regulierte Expression von Angptl 4 zu zeigen, wurde den Mäusen 
50 µg LPS intraperitoneal unter Verwendung einer 27 G Kanüle appliziert. Nach 8 h wurden 
die Mäuse mittels Isofluoran betäubt, durch zervikale Dislokation getötet und die Organe 
Leber, Milz und Lunge entnommen. Diese wurden sogleich in flüssigen Stickstoff überführt 
und bis zur Isolation der RNA bei -80°C gelagert. Hierzu wurden die Organe mit 1 mL Trizol 
bedeckt und mittels des Precellys Homogenisators nach Herstellerangaben zerkleinert. Die 
Isolation der RNA aus dem Trizol-Zellen Gemisch erfolgte nach dem unter 2.3.2 
beschriebenen Protokoll. 
Die Gewinnung von Knochenmark zur RNA-Isolation erfolgte durch Ausspülen der 
präparierten Tibia mit 1 mL Trizol unter Verwendung einer 20 G Kanüle. Die Lagerung bis 
zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80°C. 
2.5.3 Zytokin-Injektion und Isolation von Knochenmark 
Um den Einfluss von Angptl 4 auf die Hämatopoese zu untersuchen, wurde den Mäusen 
zunächst das rekombinante Protein (siehe 2.1.3.3) intravenös unter Verwendung einer 27 G 
Kanüle durch die Schwanzvene injiziert. Es erfolgten insgesamt 5 Injektionen von je 3 µg 
Angptl 4 (in 100 µL PBS) in 24 h Intervallen. Einer entsprechenden Kontrollgruppe wurde ein 
identisches Volumen PBS-Puffer appliziert. Die Analyse des Knochenmarks und des 
peripheren Blutes wurde nach weiteren 72 h durchgeführt. Hierzu wurden die Mäue mittels 
Isofluoran betäubt und retroorbital Blut entnommen (siehe 2.5.5 ) Die Tötung erfolgte durch 
zervikale Dislokation. Tibia und Femur wurden herauspräpariert und unter Verwendung einer 
20 G Kanüle mit 5 mL PBS-Puffer gespült. Das so gewonnene Knochenmark wurde mittels 
10 mL Pipette resuspendiert und durch einen 70 µM CellStrainer gefiltert. Die weitere 
Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie und CFU-Assays. 
Die Gewinnung von Knochenmark aus unbehandelten Mäusen für die Transplantation, 
weitere Aufreinigung mittels MACS oder die Isolation von MSC erfolgte auf die gleiche Weise. 
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Zur Gewinnung von Knochenmarkplasma, welches im ELISA (siehe 2.4.1) eingesetzt wurde, 
wurde die Tibia mit 200 µL kaltem PBS-Puffer ausgespült, das Knochenmark resuspendiert 
und schließlich bei 4°C und 1500 rpm für 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde sofort 
oder nach Lagerung bei -80°C im ELISA verwendet. 
2.5.4 Bestrahlung und Knochenmarktransplantation 
Zur Eliminierung des Empfänger-eigenen hämatopoetischen Kompartments wurden 
6 Wochen alte C57BL/6J-Mäuse lethal bestrahlt. Hierzu wurden sie in einem Abstand von 
4 h einer zuvor austitrierten Strahlendosis von je 6,5 G ausgesetzt. Nach einer weiteren 
Stunde erfolgte dann die Transplantation mit je 5*105 unfraktionierten Knochenmarkzellen. 
Diese wurden retroorbital unter Verwendung einer 27 G Kanüle und in einem Volumen von 
100 µL PBS-Puffer appliziert. Hierzu wurden die Mäuse mittels Isofluoran betäubt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Versuchsansätze durchgeführt. Im 
ersten Fall wurden den lethal bestrahlten Mäusen Knochenmarkszellen unbehandelter 
Donor-Tiere transplantiert. Nach der Transplantation wurde den Rezipienten 5 Tage je 3 µg 
Angptl 4 intraperitoneal appliziert. 
Im zweiten Fall wurde den Donor-Mäusen zunächst 5 mal in 24 h-Intervallen 3 µg Angptl 4 
intraperitoneal injiziert. Das Knochenmark der in dieser Weise vorbehandelten Donor-Tiere 
wurde schließlich in lethal bestrahlte Rezipienten transplantiert. Diese erfuhren nach der 
Transplantation keine weitere Behandlung. 
Zur Erfassung der Rekonstitution wurde den Rezipienten in beiden Versuchsansätzen im 
Abstand von vier Tagen Blut entnommen (siehe 2.5.5). 
2.5.5 Blutentnahme 
Die Blutabnahme im Rahmen der Transplantationsexperimente erfolgte aus der 
Schwanzvene in einem Abstand von vier Tagen. Um die Gefäße vor der Blutentnahme zu 
erweitern, wurden die Mäuse zuvor etwa 2 min unter eine Rotlichtlampe gehalten. Unter 
Verwendung einer 27 G Kanüle und einer 1 mL Spritze wurden etwa 20 µL Blut entnommen. 
Die Messung des Blubildes erfolgte unter Verwendung eines automatischen 
Blutmessgerätes. 
Die Entnahme größerer Blutmengen, beispielsweise für die Gewinnung von Plasma für die 
Verwendung im ELISA, wurde retroorbital durchgeführt. Hierzu wurden die Mäuse mittels 
Isofluoran betäubt und heparinisierte Kapillaren für die Entnahme verwendet. Das Plasma 
wurde durch 10 minütige Zentrifugation bei 2000 rpm gewonnen und bis zur Verwendung im 
ELISA bei -80°C konserviert. 
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2.5.6 Infektion mit Streptococcus pneumoniae 
Die Infektion der Mäuse mit S. pneumoniae Typ 3 wurde von PD Dr. Lars-Ove Brandenburg 
vom Institut für Anatomie und Zellbiologie des Universitätsklinikums Aachen durchgeführt. 
Hierzu wurden die Mäuse durch intraperitoneale Applikation von 100 mg/kg Ketamin und 
10 mg/kg Xylazin betäubt. Anschließend erfolgte die subarachnoidale Injektion von 104  
Erregern in 10 µL 0,9 %iger NaCl-Lösung unter Verwendung einer 27 G Kanüle. Dabei 
wurde die Kalotte ohne vorherige Freilegung des Knochens rechtsparietal durchstochen und 
das Volumen sehr langsam injiziert. Nach der Injektion wurde die Nadel noch für eine Minute 
in situ belassen um einen Wiederaustritt der Lösung durch den Injektionskanal zu vermeiden. 
Die nicht-infizierten Tiere der Kontrollgruppe erhielten mittels desselben Verfahrens eine 
Injektion 0,9 %iger NaCl-Lösung. 
2.6 Statistische Auswertungen 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten statistischen Auswertungen erfolgten unter 
Verwendung der Software GraphPad Prism. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte der 
Standardabweichung dargestellt, mit Ausnahme der Ergebnisse des 
Transplantationsexperimentes (siehe Abbildung 3-14 A und B). Hier ist der Standardfehler 
dargestellt. 
Die angegebenen Signifikanzen LPS oder Angptl 4-behandelter Mäuse beziehen sich auf die 
entsprechenden PBS-behandelten Kontrollgruppen. Die Auswertung der Daten erfolgte unter 
Annahme einer Normalverteilung durch Verwendung des nicht-parametrischen t-Tests. 
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3 Experimente und Ergebnisse 
3.1 Die Produktion von Angptl 4 wird inflammatorisch reguliert 
3.1.1 Die Expression von Angptl 4 im Knochenmark wird durch LPS stimuliert 
Zur Identifizierung von Kandidatenproteinen, die inflammatorisch reguliert werden und die 
Hämatopoese beeinflussen, wurde zunächst ein Screening mittels Micro-Array durchgeführt. 
Hierbei sollten sekretorische und Oberflächenproteine identifiziert werden, die unter 
systemisch-inflammatorischen Bedingungen im Knochenmark verstärkt exprimiert werden. 
Zur Simulation einer generalisierten gram-negativen bakteriellen Infektion wurde LPS als 
konserviertes pathogenes Signal verwendet. Hierzu wurde C57BL-Mäusen 50 µg LPS 
(entsprechend 2,5 mg/kg) intraperitoneal injiziert und das Knochenmark nach 8 h analysiert. 
Betrachtet man ausschließlich Gene deren Expression mehr als 1,5-fach verändert wurde, 
mit einem p-Wert kleiner 0,05, so bleiben 326 Kandidaten deren Expression hochreguliert 
wird. Durch Analyse mittels Signal-BLAST (http://sigpep.services) konnten unter diesen 
Proteinen solche identifiziert werden, die eine Signalsequenz aufweisen, welche die 
Freisetzung über den sekretorischen Weg vermittelt. Diese Proteine werden auf der 
Zelloberfläche exprimiert oder sekretiert. Sie lassen sich weiterhin in Gruppen von 1,5 bis 
2-fach, 2 bis 3-fach und mehr als 3-fach hochreguliert unterscheiden (siehe Tabelle 3-1). 
Es wurden 29 Kandidaten identifiziert, die nach LPS-Injektion mehr als 3fach hochreguliert 
werden und eine sekretorische Signalsequenz aufweisen. Darunter befinden sich viele 
bekannte inflammatorische Zytokine wie IL6 und eine Reihe von Chemokinen der C-C- und 
C-X-C-Familie. 34 Proteine verbleiben, die 2 bis 3-fach und 20 Proteine die 1,5 bis 2-fach 
vermehrt exprimiert werden. Die Expression von Angptl 4 steigt LPS-abhängig um den 
Faktor 1,7.  
Eine deutlich geringere Anzahl von Proteinen mit Signalsequenz wird nach der LPS-Injektion 
herunterreguliert: So werden 9 Proteine in ihrer Expression um den Faktor 1,5 bis 2 gesenkt. 
Um ein 2 bis 3-faches werden nur 3 Proteine herunterreguliert und die Expression von 
lediglich 2 Genen sinkt um einen Faktor größer 3. 
Abbildung 3-1 zeigt die Expressionsanalyse aller Proteine mit Signalpeptid als Heat-Map und 
hierarchischer Cluster-Analyse. Diese ergibt für Angptl 4 ein ähnliches Expressionsmuster 
wie das vieler bekannter Chemokine. 
Die Ergebnisse des Micro-Arrays wurden mittels qRT-PCR verifiziert. 8 h nach LPS-Injektion 
wurden neben dem Knochenmark auch die Organe Leber, Milz und Lunge auf Angptl 4-
Expression untersucht (siehe Abbildung 3-2). Parallel wurde als interne Kontrolle das mRNA-
Level des inflammatorisch regulierten Zytokins G-CSF bestimmt. 
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Dessen Expression ist in Leber und Knochenmark erst nach LPS-Stimulation detektierbar. 
Auch in Milz und Lunge steigt die G-CSF Expression infolge der LPS-Injektion im Vergleich 
zur entsprechenden Kontrollgruppe, um ein Vielfaches an. 
Die im Micro-Array gefundene LPS-abhängige Expression von Angptl 4 im Knochenmark 
konnte bestätigt werden: Mittels qRT-PCR wurde ein Anstieg um den Faktor 25 bestimmt. 
Zudem konnte eine vermehrte Angptl 4-Expression in Lunge und Milz gemessen werden. 
Diese stimmt zum Teil überein mit der in der Literatur beschriebenen Funktion von Angptl 4 
als „Akute-Phase Protein“. In der Leber kann eine basale Expression von Angptl 4 
beobachtet werden, die ebenfalls in der Literatur belegt ist (siehe 1.5.2). Eine signifikante 
Hochregulation nach LPS-Injektion im Vergleich zur entsprechenden Kontrollinjektion lässt 
sich hier nicht nachweisen. 
 
 Abbildung 3-1: Ergebnisse des Micro-Arrays als Heat-Map aller Proteine mit Signalpeptid, die 8 h 
nach intraperitonealer Injektion von 50 µg LPS im Knochenmark 6 Wochen alter C57BL-Mäuse 
verändert expremiert werden. Es wurden je 2 Mäuse nach LPS und 2 Kontrolltiere nach PBS-Injektion 
analysiert. (Details in Tabelle 3-1) 
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Faktor                  Hochreguliert                         Runtereguliert
kallikrein 1 Klk1 glial cell line derived neurotrophic receptor alpha 2 Gfra2
matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) Mmp14 integrin, alpha D Itgad
collagen, type IV, alpha 1 Col4a1 abhydrolase domain containing 15 Abhd15
CD300e antigen Cd300e epoxide hydrolase 1, microsomal Ephx1
adrenomedullin Adm chemokine (C-C motif) ligand 6 Ccl6
phospholipase A2, group VII Pla2g7 lysosomal acid lipase A Lipa
SLIT and NTRK-like family, member 6 Slitrk6 protein tyrosine phosphatase, receptor type, B Ptprb
chemokine (C-C motif) ligand 22 Ccl22 vascular cell adhesion molecule 1 Vcam1
interleukin 4 receptor, alpha Il4ra interleukin 18 receptor 1 Il18r1
angiopoietin-like 4 Angptl4
contactin 4 Cntn4
glucagon-like peptide 2 receptor Glp2r
TAP binding protein-like Tapbpl
cytochrome P450, family 2, subfamily b Cyp2b10
colony stimulating factor 1 (macrophage) Csf1
phospholipase A1 member A Pla1a
defensin beta 42 Defb42
a disintegrin-like and metallopeptidase Adamts1
sulfatase 1 Sulf1
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 4 Enpp4
insulin-like growth factor binding protein 3 Igfbp3
spondin 1, (f-spondin) extracellular matrix protein Spon1 integrin alpha 8 Itga8
CD40 antigen Cd40 interleukin 13 receptor, alpha 2 Il13ra2
CUB and Sushi multiple domains 1 Csmd1 complement receptor 2 Cr2
proteoglycan 4 (megakaryocyte stimulating factor) Prg4
Fc receptor, IgG, low affinity IV Fcgr4
lymphocyte antigen 6 complex, locus C1 Ly6c1
complement component 4B (Childo blood group) C4b
interleukin 15 receptor, alpha chain Il15ra
granzyme A Gzma
retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2 Rarres2
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 Timp3
endothelin 1 Edn1
syndecan 4 Sdc4
chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Cxcl2
chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7
lectin, galactoside-binding, soluble, 3 binding protein Lgals3bp
chemokine (C-C motif) ligand 4 Ccl4
SLAM family member 8 Slamf8
chemokine (C-C motif) receptor-like 2 Ccrl2
toll-like receptor 3 Tlr3
oncostatin M receptor Osmr
lymphocyte antigen 6 complex, locus A Ly6a
chemokine (C-C motif) ligand 8 Ccl8
interleukin 1 receptor, type II Il1r2
sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B Smpdl3b
torsin family 3, member A Tor3a
complement component 2 (within H-2S) C2
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 Tnfrsf9
HtrA serine peptidase 1 Htra1
intercellular adhesion molecule 1 Icam1
predicted gene 8882 Gm8882
histocompatibility 2, T region locus 22 H2-T22
interleukin 12 receptor, beta 1 Il12rb1
Fc receptor, IgG, high affinity I Fcgr1
tissue inhibitor of metalloproteinase 1 Timp1 CD163 antigen] Cd163
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A Serpina3c mannose receptor, C type 1 Mrc1
chemokine (C-C motif) ligand 12 Ccl12
lymphocyte antigen 6 complex, locus I Ly6i
versican Vcan
interleukin 1 receptor antagonist Il1rn
lipase, endothelial Lipg
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member  Serpina3n
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member Serpine1
chemokine (C-X-C motif) ligand 16 Cxcl16
interleukin 6 Il6
chemokine (C-C motif) ligand 3 Ccl3
chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5
serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member  Serpina3b
chemokine (C-X-C motif) ligand 13 Cxcl13
CD14 antigen Cd14
expressed sequence AW112010 AW112010
apolipoprotein D Apod
chemokine (C-C motif) ligand 19 Ccl19
protein C receptor, endothelial Procr
predicted gene 20547 Gm20547
pentraxin related gene Ptx3
chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10
CD274 antigen Cd274
chemokine (C-X-C motif) ligand 11 Cxcl11
chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2
chemokine (C-X-C motif) ligand 9 Cxcl9
granzyme B Gzmb
serum amyloid A 3 Saa3
1,
5 
–
2 
fa
ch
2
–
3 
fa
ch
≥
3 
fa
ch
 
Tabelle 3-1: Die Expression von Angptl 4 im Knochenmark wird LPS-abhängig stimuliert. 
Übersicht über alle Proteine mit Signalsequenz deren Expression im Knochenmark LPS-abhängig 
verändert wird. Diese werden in Gruppen von 1,5 - 2, 2 - 3 und mehr als 3-fach hoch- oder 
runterreguliert unterteilt. 
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Abbildung 3-2: Die Expression von Angptl 4 wird LPS-abhängig stimuliert. Ergebnisse der qRT-
PCR: Analyse unterschiedlicher Organe 6 Wochen alter C57/BL-Mäuse bezüglich der G-CSF- und 
Angptl 4-Expression 8 h nach intraperitonealer Injektion von 50 µg LPS bzw. PBS. 
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3.1.2 Die Sekretion von Angptl 4 im Knochenmark wird durch LPS und nach 
Infektion mit Streptococcus pneumoniae stimuliert 
Der Nachweis der LPS-induzierten Sekretion von Angptl 4 im Knochenmark erfolgte mittels 
ELISA und Immunhistologie. 
Im ELISA wurden zunächst Knochenmarkplasma und Blutplasma von C57BL-Mäusen 
untersucht, denen LPS injiziert wurde. Desweiteren wurden Mäuse analysiert, die systemisch 
mit dem Gram-positiven Erreger Streptococcus pneumoniae infiziert waren. Die 
Organentnahme aus den LPS-behandelten Tieren erfolgte 72 h nach zweimaliger 
intraperitonealer Applikation von je 50 µg LPS. Die Analyse der Streptococcus-infizierten 
Tiere erfolgte je nach Schwere der Infektion 48 bis 72 h nach Infektion. 
Um die Sekretion des Proteins im Knochenmark nachzuweisen, wurde dieses, wie in 2.5.3 
beschrieben, mit einem geringen Volumen PBS-Puffer aus dem Knochen gespült und der 
daraus gewonnene Überstand im ELISA eingesetzt. Der Nachweis der Sekretion von G-CSF 
diente wiederum als interne Kontrolle, um die Induktion inflammatorischer Signalwege 
nachzuweisen. Infolge der LPS-Injektion stiegen die G-CSF Level im Knochenmark und im 
Plasma an (siehe Abbildung 3-3 A). Der Anstieg im Plasma ist jedoch um ein Vielfaches 
höher als im Knochenmark. Im Gegensatz dazu, ist die LPS-abhängige Angptl 4 Sekretion 
auf das Knochenmark beschränkt. Hier steigt die Angptl 4-Konzentration von einem nicht-
detektierbaren Level bis auf etwa 60 pg/mL. Eine Erhöhung der Angptl 4-Spiegel im Plasma 
ist nicht detektierbar. 
Ähnliche Ergebnisse zeigen die Analysen der Streptococcus-infizierten Tiere (siehe 
Abbildung 3-3 B). Auch hier steigen die G-CSF Level im Blutplasma stärker als im 
Knochenmark, während es sich mit der Angptl 4-Sekretion umgekehrt verhält. Dessen 
Konzentration erhöht sich bei systemischer Infektion mit dem Erreger im Knochenmark von 
wenigen pg/mL auf bis zu 40 pg/mL und im Plasma von vergleichbaren Werten auf nur 
30 pg/mL. Diese ungleiche Erhöhung der Angptl 4 Sekretion kann als Hinweis auf dessen 
spezifische Funktion im Knochenmark während einer Inflammation und die dortige 
Lokalisation Angptl 4-sekretierender Zellen gewertet werden. 
Die Ergebnisse des ELISA nach LPS-Injektion werden durch immunhistologische 
Untersuchungen bestätigt (siehe Abbildung 3-3 C). Hierzu wurde das Knochenmark von 
C57BL-Mäusen und TLR4-Knockout-Mäusen 8 h nach intraperitonealer Applikation von 
50 µg LPS analysiert. Im Vergleich zum Knochenmark der Mäuse mit entsprechender 
Kontrollinjektion, zeigt das Knochenmark der LPS-behandelten WT-Tiere deutlich eine 
Sekretion von Angptl 4 durch unterschiedliche Zelltypen. Als „Angptl 4-positive“, nicht-
hämatopoetische Zellen können zunächst Stroma- und Endothelzellen identifiziert werden, 
aber auch einige hämatopoetische Zellen, wie Granulozyten und Megakaryozyten, sind 
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angefärbt. Im Knochenmark der TLR4-Knockout-Mäuse ist keine LPS-abhängige Angptl 4 
Sekretion nachweisbar. 
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Abbildung 3-3: Die Sekretion von Angptl 4 im Knochenmark wird durch LPS und nach Infektion 
mit Streptococcos pneumoniae stimuliert. (A) Analyse der G-CSF und Angptl 4 Konzentration im 
Plasma und Knochenmark 6 Wochen alter C57BL-Mäuse mittels ELISA 72h nach der letzten von zwei 
intraperitonealen Injektionen von 50 µg LPS. (B) Analyse der G-CSF und Angptl 4 Konzentration im 
Plasma und Knochenmark C57BL-Mäuse 48-72 h nach Infektion mit S. pneumoniae. (C) Analyse des 
Knochenmarks C57BL-Mäuse und TLR4KO-Mäuse 8 h nach intraperitonealer Injektion von 50 µg LPS 
mittels Immunhistochemie. 
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3.2 Wirkung von Angptl 4 auf die Hämatopoese 
3.2.1 Wirkung von Angptl 4 auf myeloide Progenitoren und die Granulopoese 
3.2.1.1 Angptl 4 stimuliert die Rekrutierung granulo-monozytärer Progenitoren 
in vitro 
Um den Einfluss von Angptl 4 auf die Rekrutierung hämatopoetischer Progenitorzellen zu 
untersuchen, wurden Knochenmarkzellen aus 6 Wochen alten C57BL-Mäusen isoliert und in 
Methylzellulose mit unterschiedlichen Zytokinzusammensetzungen ausgesät. Neben 
variablen Kombinationen bezüglich Angptl 4, G-CSF, GM-CSF und IL3 enthielten alle 
Ansätze immer zusätzlich die drei „Survival-Zytokine“ SCF, TPO und FLT3-L. 
Pro Ansatz wurden 3*104 unfraktionierte Knochenmarkzellen eingesetzt. Die Auswertung 
bezüglich Koloniezahl und Phänotyp erfolgte nach 14 Tagen (siehe Abbildung 3-4). 
Bei Betrachtung der Gesamtzahl aller Kolonien, zeigt sich zunächst, dass in Anwesenheit 
von Angptl 4 (Ansatz 2) etwa doppelt so viele Progenitoren zur Ausdifferenzierung rekrutiert 
werden, wie in einem entsprechenden Kontrollansatz, welcher neben den „Survival-
Zytokinen“ keine weiteren Mediatoren enthält (Ansatz 1). Der Effekt ist hochsignifikant und 
vergleichbar mit der stimulierenden Wirkung von G-CSF und GM-CSF (vergleiche Ansatz 3 
und 4). Die Auswertung der Ansätze, die zwei weitere Zytokine enthalten (Ansatz 5, 6, 7) 
zeigt, dass ein signifikanter additiver Effekt nur erzielt wird, wenn neben Angpt 4 auch GM-
CSF (Ansatz 6) im Medium enthalten ist. Eine solche additive Wirkung bleibt in Anwesenheit 
von G-CSF (Ansatz 5) oder IL3 (Ansatz 7) aus. Man könnte demzufolge eine IL3 und G-CSF 
ähnliche bzw. redundante Wirkung für Angptl 4 postulieren. 
Auch eine kombinierte Zugabe von Angptl 4, G-CSF und IL3 führt zu keinem weiteren 
Anstieg der Koloniezahlen (Ansatz 9) im Vergleich zum Ansatz mit Angptl 4 alleine. Die 
signifikante Erhöhung der Kolonien, welche durch die Kombination Angptl 4, GM-CSF und 
IL3 (Ansatz 8) erreicht wird, ist vergleichbar mit der Erhöhung, die durch Zugabe von 
Angptl 4 und GM-CSF nicht aber IL3 (Ansatz 6) entsteht. 
Zusätzlich zur Gesamtzahl der Kolonien können die Anteile der einzelnen Kolonieformen 
betrachtet werden: Erwartungsgemäß führt die Zugabe von G-CSF (Ansatz 3) zu einer 
erhöhten Anzahl von CFU-G, während in Anwesenheit von GM-CSF (Ansatz 4) die 
Kolonieformen CFU-GM und CFU-M ansteigen. Die Kolonieverteilung im Ansatz mit Angptl 4 
(Ansatz 2) zeigt sich vergleichbar mit der Auflösung im Ansatz mit G-CSF (3) sowie der in 
Anwesenheit beider Zytokine (Ansatz 5). Auch die zusätzliche Zugabe von IL3 (Ansatz 9) 
führt nicht zu größeren Verschiebungen in den Kolonieanteilen, was wiederum als Hinweis 
auf die redundante Wirkung von Angptl 4 in Bezug auf G-CSF interpretiert werden kann. In 
Anwesenheit von Angptl 4 und IL3 (Ansatz 7) kommt es jedoch zu einem erhöhten Anteil von 
CFU-GM und einem verringerten Anteil CFU-G. 
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Die Betrachtung der Einzelkolonien in Ansatz 6 zeigt, dass die erhöhte Koloniegesamtzahl 
bei Zugabe von Angptl 4 und GM-CSF hauptsächlich durch die Rekrutierung von CFU-GM 
getragen wird, während eine Zugabe von Angptl 4, GM-CSF und IL3 (Ansatz 8) zu einer 
vermehrten Bildung von CFU-M führt. 
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Abbildung 3-4: Angptl 4 stimuliert die Rekrutierung hämatopoetischer Progenitoren in vitro. 
Analyse der Progenitorrekrutierung mittels CFU-Assay: Darstellung der Gesamtkoloniezahl und der 
Anteile der unterschiedlichen Konolnieformen, die im Mittel aus 3*104 Knochenmarkzellen unter dem 
Einfluss der unterschiedlichen Zytokin-Kombinationen innerhalb von 14 Tagen rekrutiert werden. 
Neben den angegebenen Zytokinen enthalten alle Ansätze 10 ng/mL SCF und FLT3-L sowie 
50 ng/mL TPO. 
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3.2.1.2 Angptl 4 stimuliert die Bildung granulo-monozytärer Progenitoren im 
Knochenmark in vivo 
Zur Untersuchung der Wirkung von Angptl 4 auf die Hämatopoese in vivo, wurde zunächst 
rekombinantes Angptl 4 sechs Wochen alten C57BL-Mäusen appliziert. Dies erfolgte durch 
fünfmalige intravenöse Injektion von 3 µg Angptl 4 in 24 h Intervallen. Nach Ablauf weiterer 
72 h wurden die Mäuse analysiert (siehe 2.5.3). Veränderungen im Kompartment der 
Stamm- und Progenitorzellen des Knochenmarks wurden mittels CFU-Assay und 
Durchflusszytometrie evaluiert. 
Bei der immunphänotypischen Untersuchung des Knochenmarks kann zunächst der 
Gesamtanteil der Stammzellen unter Betrachtung einer Reihe von Linienmarkern, für welche 
diese Zellen negativ sein müssen, sowie der Marker cKit und Sca-1, welche diese Zellen 
exprimieren, ermittelt werden (siehe Abbildung 3-5, gate 4). Innerhalb dieser als LSK-Zellen 
bezeichneten Population kommt es nach Angptl 4-Injektion nicht zu signifikanten 
Verschiebungen im Vergleich mit dem Knochenmark entsprechend PBS-behandelter 
Kontrollmäuse. 
Weiterhin kann die Linienmarker-negative, c-Kit-positive Zellpopulation, welche Stamm- und 
Progenitorzellen beinhaltet (siehe Abbildung 3-5, gate 3) bezüglich der Marker CD34 und 
FCγ-R analysiert werden. So lassen sich die Populationen der Langzeit-rekonstituiernden 
hämatopoetischen Stammzellen (LT-HSC) und myeloid-erythroiden Progenitoren (MEP) 
(gate 5 und 8), Kurzzeit-rekonstituierenden hämatopoetischen Stammzellen (ST-HSC) und 
allgemeinen myeloiden Progenitoren (CMP) (gate 6 und 9) sowie granulo-monozytäre 
Progenitoren (GMP) (gate 7 und 10) unterscheiden. 
Es können keine signifikanten Veränderungen in den Anteilen der ST-HSC und CMP sowie 
der LT-HSC und MEP beobachtet werden. Dies gilt sowohl bei Betrachtung der prozentualen 
Anteile an Lin-cKit+ Zellen bzw. der Gesamtheit aller gemessenen Zellen sowie bei 
Berechnung der absoluten Zellzahlen. 
Im Gegensatz dazu zeigt sich nach Angptl 4-Injektion ein Anstieg der GMP im Knochenmark 
im Vergleich zum KM eines entsprechenden Kontrolltieres. Diese Zunahme erfolgt bei 
Betrachtung der Anteile aller gemessenen Zellen etwa um den Faktor 1,8 und ist signifikant. 
Die Analysen des Knochenmarks der Angptl 4 behandelten Tiere mittels CFU-Assay 
bestätigt den Einfluß von Angptl 4 auf das Kompartment der granulo-monozytären 
Progenitoren (siehe Abbildung 3-6). 
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Abbildung 3-5: Angptl 4 stimuliert die Bildung granulo-monozytärer Progenitoren im 
Knochenmark in vivo. Durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks 6 Wochen alter C57BL-
Mäuse nach fünfmaliger intravenöser Injektion von 3 µg Angptl 4. (A) Beispielhafte Darstellung der 
FACS-Analyse und Gating-Strategie der Lin--Population: gate 3: Stamm-und Progenitorzellen, gate 4: 
Lin-, cKit+, ScaI+ (LSK)-Zellen, gate 5/8: LT-HSC und MEP gate 6/9: ST-HSC und CMP gate 7/10: 
GMP. (B) Zusammenfassende Darstellung und statistische Auswertung der durchflusszytometrischen 
Analyse aller Mäuse. 
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Zur Untersuchung des Knochenmarks im klonogenen Assay wurden 3*104 unfraktionierte 
Knochenmarkzellen in einem semisoliden Medium identischer Zytokinzusammensetzung 
ausgesät. 
Die Betrachtung der Gesamtzahl aller Kolonieformen zeigt zunächst, übereinstimmend mit 
den in vitro Versuchen (siehe 3.2.1.2), eine erhöhte Progenitorrekrutierung im Knochenmark 
nach Angptl 4 Applikation. Die Unterscheidung in einzelne Kolonietypen macht deutlich, dass 
es zu einer Verschiebung zugunsten granulozytärer CFU-G sowie granulo-monozytärer 
Progenitoren CFU-GM kommt. Letztere zeigen einen signifikanten Anstieg der Koloniezahl 
von über 30 %. Dies steht im Einklang mit dem immunphänotypisch erfassten Anstieg der 
GMP. Die vermehrte Bildung von CFU-G und CFU-GM geht, den Ergebnissen des CFU-
Assays zufolge, zulasten der CFU-M, die im Angptl 4 behandelten Knochenmark eine 
Abnahme von etwa 25 % in der Koloniezahl erfahren. Auch die früheren Progenitoren CFU-
GEMM zeigen eine nicht-signifikante Tendenz zur Angptl 4-induzierten Reduktion. Die 
Tendenz zur verstärkten Granulopoese lässt sich auch durch Betrachtung späterer 
granulozytärer Marker belegen (siehe 3.2.1.3). 
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Abbildung 3-6: Angptl 4 stimuliert die Bildung granulo-monozytärer Progenitoren im 
Knochenmark. Analyse des Knochenmarks 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünfmaliger 
intravenöser Injektion von 3 µg Angptl 4 mittels CFU-Assay. (A) Darstellung der Gesamtkoloniezahl 
sowie der Anteile der einzelnen Kolonieformen die aus 3*104 Knochenmarkzellen der behandelten 
Mäuse in einem Medium gleicher Zytokinzusammensetzung in einem Zeitraum von 14 Tagen 
rekrutiert werden. 
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3.2.1.3 Angptl 4 stimuliert die Bildung reifer Granulozyten im Knochenmark  
Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse des Knochenmarks nach dem unter 2.5.3 
beschriebenen Injektionsversuch, wurden auch die späteren granulozytären Marker CD11b 
und Gr-1 betrachtet. Es erfolgte die Analyse der CD45+ Population, d.h. aller 
hämatopoetischen Zellen mit Ausnahme der erythroiden Linie (siehe Abbildung 3-7). 
Anhand der Antigene Gr1 und CD11b lassen sich drei Populationen neutrophiler 
Granulozyten im murinen Knochenmark definieren: Die CD11bintGr1int Population stellt die 
unreiferen Promyelozyten und Myelozyten dar (siehe Abbildung 3-7 gate 5/8). Die 
CD11blowGr1high Zellen sind reifere Granulozyten mit vorwiegend stabförmigen Kernen (siehe 
Abbildung 3-7 gate 3/6), während die CD11bhighGr1high Zellen vollständig ausgereifte 
Segmentkernige repräsentieren (siehe Abbildung 3-7 gate 4/7) (Ueda et al., 2005). 
Die Applikation von Angptl 4 hat keinen Einfluss auf die prozentualen und absoluten Zahlen 
an Promyelozyten und Myelozyten im Knochenmark im Vergleich zu PBS-behandelten 
Kontrolltieren. 
Es lässt sich jedoch eine (im Rahmen der Anzahl durchgeführter Experimente) nicht 
signifikante Tendenz zur vemehrten Bildung von reifen Granulozyten, d.h. Gr1highCD11bhigh 
Zellen formulieren. Diese Verschiebungen gehen zulasten der stabkernigen unreifen 
Granulozyten, deren Anteil im Knochenmark Angptl 4-applizierter Tiere abnimmt. Wobei 
auch hier der Unterschied im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren noch keine 
statistische Signifikanz erreicht. 
Bei Betrachtung dieser Ergebnisse im Zusammenhang mit den unter 3.2.1.2 beschriebenen 
Resultaten, lässt sich postulieren, dass Angptl 4 auf einer frühen und möglicherweise auch 
auf späteren Differenzierungsebenen der Granulopoese einen stimulierenden Effekt hat oder 
die Granulopoese beschleunigt wird. Diese Effekte werden nur im Knochenmark detektiert. 
Die Untersuchung des Peripherblutes ergab zu unterschiedlichen Analysezeitpunkten nach 
der Injektion keine erhöhten Leukozytenwerte und keine signifikanten Unterschiede im 
Differential-Blutbild (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3-7: Angptl 4 stimuliert die Bildung reifer Granulozyten im Knochenmark. 
Durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünfmaliger 
intravenöser Injektion von 3 µg Angptl 4. (A) Beispielhafte Darstellung der FACS-Analyse und Gating-
Strategie ab der CD45+-Population: gate 3/6: CD11blowGr1high-Zellen: Stabkernige Granulozyten, 
gate 4/7: CD11bhighGr1high-Zellen: Reife Segmentkernige Granulozyten, gate 5/8: CD11bintGr1int-Zellen: 
Promyelozyten, Myelozyten. (B) Zusammenfassende Darstellung und statistische Auswertung der 
durchflusszytometrischen Analyse aller Mäuse. 
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3.2.2 Wirkung von Angptl 4 auf die Megakaryopoese 
3.2.2.1 Angptl 4 stimuliert die Bildung CD61-positiver Zellen in vitro 
Um den Effekt von Angptl 4 auf die Megakaryopoese in vitro zu untersuchen, wurden Lin- 
murine hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) für fünf Tage in einem 
serumfreien Medium kultiviert (siehe 2.1.4.2). Dieses enthielt neben 30 ng/mL SCF optional 
25 ng/mL TPO und/oder Angptl 4. Die Analyse der Zellkultur erfolgte zunächst 
durchflusszytometrisch unter Betrachtung der megakaryozytären Marker CD61 und CD41 
(siehe Abbildung 3-8 A und B). Dabei wurde nur die CD11b- Population analysiert, um die 
fälschliche Einbeziehung von Macrophagen zu vermeiden, die ebenfalls CD61+ sein können. 
Bei Betrachtung der CD11b-CD61+ Population, zeigt sich zunächst unter dem Einfluss von 
Angptl 4 ein signifikanter Anstieg von 1 % auf etwa 12 % der Gesamtzellen im Vergleich zur 
PBS-behandelten Kontrolle. Der Effekt von TPO als bekanntem Regulator der 
Megakaryopoese ist mit über 15 % CD11b-CD61+ Zellen nur ungleich höher. Die Zugabe von 
Angptl 4 in Kombination mit TPO hat auf den Anteil der CD11b-CD61+ Zellen keinen 
zusätzlichen stimulatorischen Effekt im Vergleich zum Ansatz mit TPO (und SCF) alleine. In 
diesem Ansatz liegt der Wert der CD11b-CD61+ Population bei etwa 17 % der gesamten 
Zellen. 
Die zusätzliche Untersuchung des Markers CD41 zeigt jedoch, dass innerhalb der von 
Angptl 4 gebildeten CD61+ Zellen, der Anteil jener Zellen überwiegt, die noch CD41low sind. 
Diese stellen also keine reifen Megakaryozyten dar. Der Anteil CD61+CD41low Zellen im 
Ansatz mit Angptl 4 beträgt knapp 9 % der Gesamtzellen und ist vergleichbar mit den durch 
Stimulation mit TPO sowie TPO und Angptl 4 erreichten Werten. In allen drei Ansätzen ist 
der Anstieg der CD61+CD41low Zellen signifikant im Vergleich zur PBS-Kontrolle. Hier zeigen 
weniger als 1 % der gesamten Zellen den entsprechenden Immunphänotyp. 
Die Bildung doppelt positiver CD61+CD41high Zellen ist in dem Ansatz der TPO enthält mit 
etwa 7 % aller betrachteten Zellen erwartungsgemäß am größten. Dabei scheint die 
zusätzliche Zugabe von Angptl 4 keinen weiteren stimulatorischen Effekt zu haben: In der 
entsprechenden Zellkultur liegt der Anteil der CD61+CD41high Zellen bei vergleichbaren 6,9 %. 
Erfolgt die Kultivierung der Zellen mit Angptl 4 (und SCF) alleine, so lassen sich in diesem 
Ansatz nur etwa 3 % CD61+CD41high Zellen messen. Im Bezug auf die PBS-Kontrolle ist 
diese Zunahme jedoch signifikant. 
Zusätzlich erfolgte die Analyse des DNA-Gehalts der differenzierten Zellen. Im Verauf ihrer 
Reifung durchlaufen Megakaryozyten mehrere Endomitosen und werden zunehmend 
polyploid. Die Zellen unterschiedlicher Ploidiestufen können durch Anfärben der DNA mittels 
Propidiumiodid als einzelne Peaks durchflusszytometrisch erfasst werden (siehe Abbildung 
3-8 C). Es zeigt sich eine deutliche Zunahme von Zellen höherer Ploidiestufen in den 
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Ansätzen mit TPO im Vergleich zum PBS-Kontrollansatz. Aber auch Angptl 4 bewirkt eine 
leichte Verschiebung zugunsten mittlerer Ploidie-Stufen. Die Unterschiede im Vergleich zum 
Kontrollansatz, der nur mit SCF kultiviert wurde, erreichten jedoch noch keine Signifikanz. 
Die zusätzliche Analyse der Zytofugenpräparate (siehe Abbildung 3-11 C) bestätigt zum Teil 
die Ergebnisse  der durchflusszytometrischen Analyse. 
Bereits eine oberflächliche Betrachtung der Zytofugenpräparate zeigt, dass nur in den 
Ansätzen mit TPO große Megakaryozyten vorkommen, während die Ansätze PBS und 
Angptl 4 kaum größere Zelltypen aufweisen und auch untereinander keine morphologisch 
erkennbaren Unterschiede zeigen. Die durchflusszytometrisch erfasste CD61+CD41low 
Population, die unter dem Einfluss von Angptl 4 entsteht, repräsentiert also keine 
morphologisch identifizierbaren Megakaryozyten. Die Auszählung aller morphologisch 
erkennbaren Megakaryozyten innerhalb eines Ausschnitts (siehe Tabelle 3-2) der Präparate 
PBS und Angptl 4 ergeben vergleichbare Werte von 1,4 und 1,6 %. Diese Megakaryozyten 
sind in allen Fällen dysplastisch und repräsentieren ausschließlich junge und sehr junge 
Formen. 
Im Ansatz mit TPO befinden sich innerhalb des analysierten Bereichs 6,21 % und im Ansatz 
mit TPO und Angptl 4 5,07 % Megakaryozyten. Diese Zahlen sind unter Einbeziehung von 
Fehlern, welche beim manuellen Auszählverfahren entstehen, in etwa übereinstimmend mit 
den knapp 7 % CD61+CD41+ Zellen, die durchflusszytometrisch erfasst wurden. Bei 
Vergleich der Megakaryozytenpopulationen dieser beiden Präparate bezüglich Dysplasie 
und Reife so lassen sich jedoch Unterschiede erkennen. Im TPO Präparat können mit 81 % 
deutlich mehr dysplastische Formen definiert werden, als im Präparat mit TPO und Angptl 4, 
wo dieser Wert nur 71 % aller Megakaryozyten beträgt. Unabhängig davon ob die Zellen als 
dysplastisch oder normal eingestuft werden, scheint die Zugabe von Angptl 4 die Bildung 
eher unreifer Megakaryozyten zu begünstigen. Ihr Anteil im Ansatz TPO-Angptl 4 beträgt 
52 % der dysplastischen und 11 % der normalen Formen. Die entsprechenden Werte für das 
Präparat TPO liegen bei 37 und 7,7 %. 
Zusammenfassend kann formuliert werden, dass Angptl 4 die Bildung CD61+ Zellen in vitro 
stimuliert. Diese Zellen exprimieren jedoch größtenteils nicht den zweiten megakaryozytären 
Marker CD41 und können auch morphologisch nicht oder noch nicht als Megakaryozyten 
identifiziert werden. Reife CD61+CD41high Megakaryozyten bilden sich nur unter dem Einfluß 
von TPO. Während die durchflusszytometrische Analyse keine Unterschiede zwischen der 
Wirkung von TPO und TPO in Kombination mit Angptl 4 erkennen lässt, gibt die zytologische 
Betrachtung einige Hinweise, die darauf hindeuten, dass Angptl 4 möglicherweise die frühe 
Megakaryopoese unterstützt. 
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Abbildung 3-8: Angptl 4 stimuliert die Bildung CD61-positiver Zellen in vitro. Analyse von Lin- 
Zellen aus dem Knochenmark 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünftägiger Differenzierung in 
serumfreien Medium mit 30 ng/mL SCF sowie optional 25 ng/mL Angptl 4 und/oder TPO. 
(A) Beispielhafte Darstellung der FACS-Analyse der CD11-b--Population. (B) Zusammenfassende 
Darstellung und statistische Auswertung aller durchflusszytometrischen Analysen. (C) Darstellung der 
Poyploidie-Analyse. 
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Abbildung 3-9: Zählauschnitte der Zytofugenpräparate: Morphologische Analyse von Lin- Zellen 
aus dem Knochenmark 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünftägiger Differenzierung in serumfreien 
Medium mit 30 ng/mL SCF sowie optional 25 ng/mL Angptl 4 und/oder TPO. 
P B S Angptl4 T P O T P O /Angptl4
G esamtzellen 873 681 1449 1734
MK  absolut 14 10 90 88
MK  % 1,603665521 1,468428781 6,211180124 5,074971165
MS J  absolut 7 11
MS J  %  von MK 7,777777778 12,5
MS J  %  von gesamt 0,483091787 0,634371396
MS F E  absolut 2
MS F E  %  von MK 2,272727273
MS F E  %  von gesamt 0,115340254
MS E absolut 8 9
MS E  %  von MK 8,888888889 10,22727273
MS E  %  von gesamt 0,5521049 0,519031142
ML ys absolut 2 3
ML ys %  von MK 2,222222222 3,409090909
ML ys %  von gesamt 0,138026225 0,173010381
MK  normal g es 17 25
MK  normal %  von MK 18,88888889 28,40909091
MK  normal %  von g es amt 1,173222912 1,441753172
MJ  absolut 9 7 34 46
MJ  %  von MK 64,28571429 70 37,77777778 52,27272727
MJ  %  von gesamt 1,030927835 1,027900147 2,346445825 2,652825836
MF E  absolut 5 3 22 7
MF E  %  von MK 35,71428571 30 24,44444444 7,954545455
MF E  %  von gesamt 0,572737686 0,440528634 1,518288475 0,403690888
ME  absolut 12 6
ME  %  von MK 13,33333333 6,818181818
ME  %  von gesamt 0,82815735 0,346020761
MsL ys absolut 5 4
MsL ys %  von MK 5,555555556 4,545454545
MsL ys %  von gesamt 0,345065562 0,230680507
MK  dys  g es 73 63
MK  dys  %  von MK 81,11111111 71,59090909
MK  dys  %  von g es amt 5,037957212 3,633217993
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dy
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Tabelle 3-2: Auswertung der Zytofugenpräparate: Analyse von Lin- Zellen aus dem Knochenmark 6 
Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünftägiger Differenzierung in serumfreien Medium mit 30 ng/mL 
SCF sowie optional 25 ng/mL Angptl 4 und/oder TPO. Unterscheidung der Megakaryozyten (MK) in 
dysplastische (M) und normale Formen (Ms) sowie jung (J), fast erwachsen (FE), reif (erwachsen: E) 
sowie lytisch (lys). 
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3.2.2.2 Angptl 4 stimuliert die Expression früher megakaryozytär wirksamer 
Transkriptionsfaktoren 
Um die megakaryozytäre Entwicklung der Zellen während der unter 3.2.2.1. beschriebenen 
Flüssigkultur weiterhin beurteilen zu können, wurden diese auf Expression unterschiedlicher 
Transkriptionsfaktoren mittels qRT-PCR untersucht (siehe Abbildung 3-10). 
Dabei wurden Transkriptionsfaktoren gewählt, die in frühen Phasen der megakaryozytären 
Entwicklung eine Rolle spielen und solche, welche die terminalen Differenzierungschritte 
steuern. Zu Letzteren zählt auch der Transkriptionsfaktor NF-E2 (Shivdasani et al., 1996). 
Die Analyse mittels qRT-PCR zeigt, dass dieser in den Flüssigkulturen, welche neben SCF 
nur Angptl 4 enthalten, nicht hochreguliert wird, im Vergleich zu den undifferenzierten 
Lin- Zellen an Tag 0 und dem SCF-Kontrollansatz. Im Gegensatz dazu stimuliert die Zugabe 
von TPO die Expression von NF-E2 um ein Dreifaches, übereinstimmend mit der Messung 
der CD61+CD41high Zellen mittels Durchflusszytometrie und der auf den Zytofugenpräparaten 
identifizierbaren reifen Megakaryozyten (siehe 3.2.2.1). Die zusätzliche Zugabe von Angptl 4 
zeigt keine additiven oder synergistischen Effekte bezüglich der NF-E2 Expression. 
Der Transkriptionsfaktor STAT3 spielt während mittlerer und später Differenzierungsphasen 
der Megakaryopoese eine Rolle (Miyakawa et al., 1996; Drachman et al., 1997). Seine 
Expression wird durch Angptl 4 im Vergleich zu undifferenzierten Ausgangszellen signifikant 
hochreguliert. Diese Zunahme ist vergleichbar mit der Stimulation durch TPO und TPO mit 
Angptl 4 in Kombination. 
Die frühe Megakaryopoese auf den Entwicklungstufen von der Stammzelle zum 
Megakaryoblasten involviert den Transkriptionsfaktor Fli-1 (Breton-Gorius et al., 1995). 
Dessen Expression wird durch Angptl 4 tendenziell in vergleichbarer Weise stimuliert wie 
durch TPO. Die Fli-1-mRNA ist in den Ansätzen mit Angptl und TPO etwa um den Faktor 1,4 
erhöht im Vergleich zu den Lin- Zellen an Tag 0 und dem SCF-Kontrollansatz. Dieser Anstieg 
erreicht jedoch keine statistische Signifikanz. TPO und Angptl 4 in Kombination führen nicht 
zu einem weiteren signifikanten Anstieg des Fli-1 mRNA Levels im Vergleich mit den 
Ansätzen, die nur eines der beiden Zytokine (in Kombination mit SCF) enthalten. 
Zusätzlich zu der Untersuchung der Transkriptionsfaktoren wurde auch die Expression des 
Thrombozyten-Aktivierungsmarkers p-Selectin analysiert. Diese wird in Abhängigkeit von 
TPO im Vergleich zu den Lin- Zellen an Tag 0 und der SCF Kontrolle signifikant erhöht. Im 
Ansatz welcher außer SCF nur Angptl 4 enthält kommt es nicht zu einer Hochregulation der 
p-Selectin Expression. 
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Abbildung 3-10: Angptl 4 stimuliert die Expression früher megakaryozytär wirksamer 
Transkriptionsfaktoren. Analyse von Lin- Zellen aus dem Knochenmark 6 Wochen alter C57BL-
Mäuse nach fünftägiger Differenzierung in serumfreien Medium mit 30 ng/mL SCF sowie optional 
25 ng/mL Angptl 4 und/oder TPO mittels qRT-PCR. 
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3.2.2.3 Angptl 4 führt zur akzelerierten Megakaryopoese in vivo 
Die Wirkung von Angptl 4 auf die Megakaryopoese wurde, wie unter 2.5.3 beschrieben, nach 
Injektion von Angptl 4 in 6 Wochen alte C57BL-Mäuse untersucht. Die 
durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks erfolgte unter Betrachtung der 
Lin-CD45+ Zellpopulation bezüglich der megakaryozytären Marker CD61 und CD41 (siehe 
Abbildung 3-14 A). 
Es konnten zunächst keine signifikanten Unterschiede in den Anteilen der CD61+ Zellen 
zwischen Angptl 4-behandelten und PBS-applizierten Kontrolltieren gemessen werden. 
Innerhalb der CD61+ Population überwiegt jedoch nach Angptl 4-Injektion der Anteil an 
CD41low Zellen, die unreife Megakaryozyten repräsentieren. Diese machen einen Anteil von 
36 % der CD61+ Population aus, im Vergleich zu 19 % bei der entsprechenden 
Kontrollgruppe. 
In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigt die histologische Analyse des 
Knochenmarks einen erhöhten Anteil unreifer Megakaryozyten nach Angptl 4-Behandlung 
(siehe Abbildung 3-14 B). Diese sind durch ihren vergleichsweise schmalen 
Zytoplasmasaum und den stark gelappten Zellkern von den reifen Megakaryozyten mit 
breitem Zytoplasmasaum und kleinerem gelappten Kern zu unterscheiden. Letztere machen 
den größeren Anteil aller Megakaryozyten im Knochenmark der PBS-applizierten 
Kontrolltiere aus. Bezüglich der Gesamtzahl an Megakaryozyten unterscheiden sich beide 
Präparate nicht. 
Zusätzlich zu den im Knochenmark beobachteten Effekten auf die Megakaryopoese, zeigt 
die Analyse des peripheren Blutes eine signifikante Erhöhung der Thrombozytenzahl in den 
Angptl 4-behandelten Tieren. Im Vergleich zu den Kontrolltieren kommt es zu einem Anstieg 
von 600*103 auf 720*103/µL 72 Stunden nach der letzten von fünf Injektionen. 
Es kann also postuliert werden, dass Angptl 4 die Megakaryopoese stimuliert. Dabei scheint 
der Effekt besonders die frühe Megakaryopoese zu betreffen, wie es auch die in vitro 
Ergebnisse zeigen (siehe 3.2.2.1 und 3.2.2.2). 
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Abbildung 3-11: Angptl 4 führt zur akzelerierten Megakaryopoese in vivo. 
Durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünfmaliger 
intravenöser Injektion von 3 µg Angptl 4. (A) Beispielhafte Darstellung der FACS-Analyse und Gating-
Strategie ab der Lin- Population sowie zusammenfassende Darstellung und statistische Auswertung 
der durchflusszytometrischen Analyse aller Mäuse. (B) Thrombozytenzahlen im Peripherblut 72 h 
nach der letzten Angptl 4- bzw PBS-Injektion. 
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Abbildung 3-12: Angptl 4 führt zu einer akzelerierten Thrombopoese in vivo. Histologische 
Analyse des Knochenmarks 6 Wochen alter C57BL-Mäuse nach fünfmaliger intravenöser Injektion 
von 3 µg Angptl 4 (Unreife Megakaryozyten sind durch Pfeile markiert, reife Megakaryozyten durch 
Kreuze). 
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3.2.2.4 Angptl 4 führt zu einer beschleunigten Thrombozyten-Rekonstitution 
nach lethaler Bestrahlung 
Um die Funktion von Angptl 4 in vivo weiterhin zu untersuchen, wurde dessen Wirkung auf 
die Rekonstitution nach lethaler Bestrahlung und Transplantation untersucht. Dabei wurden 
zwei unterschiedliche experimentelle Ansätze gewählt. 
Im ersten Versuchsteil wurde zunächst Donor-Mäusen 5 mal je 3 µg Angptl 4 im Abstand von 
24 h intraperitoneal appliziert. Nach weiteren 72 h wurde das Knochenmark isoliert und in 
lethal bestrahlte, unbehandelte Rezipienten transplantiert. 
Im zweiten Versuchansatz blieben die Donor-Mäuse unbehandelt und den Rezipienten 
wurde 5 Tage nach Transplantation Angptl 4, nach dem zuvor beschriebenen 
Injektionsschema, appliziert. 
In beiden Fällen wurden 6 Wochen alte C57BL-Mäuse als Donortiere und Rezipienten 
verwendet. Die Rekonstitution wurde durch Erstellung eines Blutbildes im Abstand von 4 
Tagen und für eine Dauer von insgesamt 28 Tagen nach Transplantation erfasst. Zu diesem 
Zeitpunkt erfolgte zusätzlich die durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks und 
der Milz der transplantierten Tiere. 
In Teil A und B der Abbildung 3-13 ist die Analyse der Blutwerte des ersten Experimentes 
dargestellt. Die Werte aller Blutzellen sinken zunächst dramatisch und erreichen ihr Minimum 
an Tag 8. Im Verlauf der verbleibenden 28 Tage steigen die Zellzahlen, bedingt durch die 
Repopulation des Donorknochenmarkes, langsam und linear an, bis sie wieder vergleichbar 
mit den Ausgangswerten an Tag 0 sind. Die Vorbehandlung der Donor-Tiere mit Angptl 4 
führt nicht zu einem unterschiedlichen Verlauf der Rekonstitution (in Abbildung 3-13 mit 1 
gekennzeichnet). Die Werte von Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten zeigen zu 
keinem Analysezeitpunkt signifikante Unterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren, 
welche mit Knochenmarkzellen PBS-behandelter Donoren transplantiert wurden. Auch die 
durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks an Tag 28 bezüglich megakaryozytärer, 
granulozytärer und Stammzellmarker ergab keine weiteren Abweichungen (Daten nicht 
gezeigt). 
Die Rekonstitution von Leukozyten und Erythrozyten in Experiment 2 stellt sich ähnlich dar. 
Auch hier verlaufen die Werte beider Versuchsgruppen nahezu deckungsgleich. Im 
Gegensatz dazu kommt es bei den Thrombozyten zu einer akzelerierten Rekonstitution in 
der Gruppe Angptl 4-behandelter Rezipienten. Der Verlauf der Thrombozytenzahlen von Tag 
8 bis Tag 20 steigt steil an. Die Werte beider Versuchgruppen unterscheiden sich signifikant 
an Tag 16 und 20. 
Wird der Thrombozytenwert für die halbmaximale Rekonstitution mit 450*103/µL definiert, so 
so lässt sich aus der Steigung im entsprechenden Teilabschnitt die halbmaximale 
Rekonstitutionsrate errechnen. Diese beträgt für die Angptl 4-behandelten Rezipienten 14,35 
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Tage, während in der Kontrollgruppe im Mittel erst an Tag 21,24 der entsprechende Wert 
erreicht wird. An Tag 28 stimmen die Thrombozytenwerte beider Gruppen wieder überein. Zu 
diesem Zeitpunkt lassen sich auch durchflusszytometrisch keine Unterschiede der 
megakaryozytären Zellen im Knochenmark nachweisen. Allerdings zeigen sich in der Milz 
signifikante Verschiebungen. Die Angptl 4-behandelten Rezipienten zeigen eine deutlich 
reduzierte Anzahl CD61+ Zellen im Vergleich zu den PBS-behandelten Tieren. Diese CD61+ 
Zellen sind größtenteils CD41low und stellen somit unreifere Megakaryozyten dar. 
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Abbildung 3-13: Angptl 4 führt zu einer beschleunigten Thrombozytenrekonstitution nach 
lethaler Bestrahlung. (A) Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenwerte nach lethaler Bestrahlung 6 
Wochen alter C57BL-Mäuse und Transplantation mit Knochenmark Angptl 4- bzw PBS-behandelter 
Donor-Tiere (1) oder unbehandelter Donortiere. 5 Tage nach Transplantation erhalten die Rezipienten 
in 24h Intervallen intraperitoneale Injektionen von je 3 µg Angptl 4 bzw. PBS (2). (B) Zeitlicher Verlauf 
der Leukozyten und Erythrozytenwerte. (C) Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Milz 
und des Knochenmarkes der Rezipienten aus 2 unter Betrachtung der megakaryozytären Marker 
CD61 und CD41. 
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3.3 MSC als Kandidatenzellen 
3.3.1 Isolation und Charakterisierung muriner MSC 
Aufgrund der Ergebnisse der Histologie (siehe Abbildung 3-3 C) und ihrer in der Literatur 
beschriebenen Eigenschaften (siehe 4.4) wurden MSC als Kandidatenzellen für die 
inflammatorisch vermittelte Sekretion von Angptl 4 untersucht. Die Isolation muriner MSC 
erfolgte, wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben, durch Plastikadhärenz aus dem Knochenmark 
sechs Wochen alter C57BL-Mäuse. Um ihr Stammzellpotential nachzuweisen, wurden die 
MSC anschließend, unter Verwendung spezifischer Induktionsmedien (siehe 2.1.4.1), in 
Fettzellen und Knochenzellen differenziert. Abbildung 3-14 A zeigt beispielhaft die 
Ergebnisse der Differenzierung eines Primärisolats. Alle sechs Primärisolate, die im Rahmen 
dieser Arbeit untersucht wurden, reiften mit hoher Frequenz in beide Zelltypen aus. Die 
große Anzahl an Adipozyten wurde durch die Anfärbung der Fettvakuolen mit Oil-Red 
gezeigt. Die Osteogenese konnte durch Visualisierung des extrazellulären Kalziums mittels 
Silbernitrat nachgewiesen werden, welches zu einer hell- bis dunkelbraunen Verfärbung führt. 
Die Phänotypisierung anhand der Oberflächenantigene dient ebenfalls der eindeutigen 
Identifizierung der MSC und Detektion möglicher Verunreinigung mit hämatopoetischen 
Zellen. Auch hier ist beispielhaft die Phänotypisierung eines Primärisolates dargestellt (siehe 
Abbildung 3-14 B), die für alle Isolate durchgeführt wurde. In jedem Fall waren die Zellen 
negativ für den hämatopoetischen Marker CD45, den erythroiden Marker Ter119 und den 
Marker für Macrophagen CD11-b. Die Abwesenheit des Letzteren ist von besonderer 
Wichtigkeit, da die Verunreinigung mit Macrophagen in MSC-Isolaten, bedingt durch die 
Isolation mittels Plastikadhärenz, die häufigste Kontamination darstellt. 
Zudem zeigten alle murinen Primärisolate die Expression von CD105, dessen Anwesenheit 
auch auf humanen MSC nachgewiesen ist. 
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Abbildung 3-14: Charakterisierung muriner MSC. (A) Darstellung der adipogenen und osteogenen 
Differenzierung von Primärisolaten und des Kontrollansatzes. Die Anfärbung der Fettvakuolen erfolgte 
mit Oil-Red. Extrazelluläres Kalzium der osteogen differenzierten Zellen wurde mittels Silbernitrat 
visualisiert. (B) FACS-Analyse eines Primärisolates bezüglich der hämatopoetischen Marker CD45, 
Ter119 und CD11-b sowie des Stromazellmarkers CD105: Darstellung als Einzelmessungen und in 
Überlagerung mit der entsprechenden Isotypkontrolle. 
79 
Kapitel 3: Experimente und Ergebnisse 
3.3.2 Isolation und Charakterisierung humaner MSC 
Die Isolation der in dieser Arbeit verwendeten humanen MSC erfolgte, wie in Abscnitt 2.2.1.1 
beschrieben, mittels Plastikadhärenz aus Knochenmark. Die MSC wurden weiterhin nach 
den von Dominici et al. definierten Minimalkriterien charakterisiert. Neben der 
Plastikadhärenz wurde die Fähigkeit zur Differenzierung in die osteogene und adipogene 
Richtung nachgewiesen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-15 A anhand eines Primärisolates 
dargestellt. Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Isolate zeigten eine Differenzierung in 
Fett- und Knochenzellen mit einer Frequenz größer 60 %. Die Oberflächenphänotypisierung 
erfolgte unter Verwendung der Marker CD105, CD73 und CD45. Alle Primärisolate waren 
negativ für die Expression des hämatopoetischen Marker CD45 und positiv für die Marker 
CD105 und CD73. 
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Abbildung 3-15: Charakterisierung humaner MSC. (A) Darstellung der adipogenen und osteogenen 
Differenzierung von Primärisolaten und des Kontrollansatzes. (B) FACS-Analyse eines Primärisolates 
bezüglich der Marker CD45, CD105 und CD73: Darstellung als Einzelmessungen und in Überlagerung 
mit der entsprechenden Isotypkontrolle. 
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3.3.3 Stimulation muriner MSC mit LPS führt zur Hochregulation der Angptl 4 
Expression auf RNA und Proteinebene 
Um die inflammatorisch induzierte Angptl 4 Sekretion durch murine MSC nachzuweisen, 
wurden diese mit 10 µg/mL LPS stimuliert. Je 6 und 24 h nach der Stimulation wurden die 
mRNA-Level von Angptl 4 und weiterer inflammatorisch regulierter Zytokine mittels RT-PCR 
untersucht (siehe Abbildung 3-16 A). 
Die Expression von Angptl 4 steigt 24 h nach LPS-Stimulation von einem basalen Level um 
den Faktor zwei an. Auch die Expression der untersuchten Kontroll-Zytokine wird erhöht: 
Das m-RNA-Level von G-CSF wird von einem kaum detektierbaren Wert um ein Vielfaches 
hochreguliert, während die Expression von GM-CSF und IL-6 von einem basalen Level um 
den Faktor drei bzw. zwei ansteigt. 
Der Nachweis der LPS-abhängigen Proteinsekretion erfolgte mittels ELISA (siehe Abbildung 
3-16 B). Hierbei wurde der Zellkulturüberstand 48 h nach LPS-Stimulation verwendet. Die 
Angptl 4-Konzentration im Medium erhöht sich von wenigen pg/mL auf 60 pg/mL im 
Vergleich zu einem PBS-behandelten Kontrollansatz. Parallel wurde auch die LPS-
abhängige Sekretion von G-CSF durch murine MSC nachgewiesen. 
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Abbildung 3-16: Stimulation muriner MSC mit LPS führt zur Hochregulation von Angptl 4 auf 
RNA und Proteinebene. (A) Analyse der Expression von Angptl 4 sowie inflammatorisch regulierter 
Kontrollzytokine nach Stimulation mit 10 µg/mL LPS: Die Gelaufnahme zeigt die Banden der PCR-
Produkte, die aus mRNA bzw. cDNA 6 und 24 h nach Stimulation entstehen. Die Quantifizierung und 
Darstellung im Säulendiagramm erfolgte densitometrisch für den 24 h-Wert. (B) Analyse der Angptl 4- 
und G-CSF-Konzentrationen im Zellkulturüberstand 48 h nach Stimulation mit 10 µg/mL LPS mittels 
ELISA. 
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3.3.4 Stimulation humaner MSC mit LPS führt zur Hochregulation der Angptl 4 
Expression auf RNA und Proteinebene 
Humane MSC wurden in gleicher Weise wie murine MSC mit LPS-stimuliert und 
anschließend die Induktion der Angptl 4-Produktion auf mRNA- und Proteinebene untersucht. 
Dabei erfolgte die Expressionsanalyse unter Einbeziehung weiterer Zytokine, die zum Teil 
als inflammatorisch reguliert bekannt sind. So konnte ein ganzes Profil der von humanen 
MSC LPS-abhängig exprimierten Zytokine erstellt werden (siehe Abbildung 3-17 A). 
Das mRNA-Level von Angptl 4 erhöht sich nach LPS-Stimulation um den Faktor fünf im 
Vergleich zu einem PBS-behandelten Kontrollansatz. Ebenso steigt die Expression der 
inflammatorisch regulierten promyeloischen Zytokine G-CSF, GM-CSF, IL6 und IL11. Auch 
die Zytokine SCF und FLT3-L, welche unter anderem die Selbsterneuerung und das 
Überleben der HSC beeinflussen, werden LPS-abhängig hochreguliert. 
Die beiden Chemokine Ccl 2 und Cxcl 2 sind ebenfalls als proinflammatorisch bekannt. 
Diese wurden auch in dem unter 3.1.1 beschriebenen Micro-Array als LPS-abhängig 
expremiert identifiziert. Dabei rekrutiert Ccl 2 vor allem Monozyten, T-Zellen und dendritische 
Zellen an den Ort der Entzündung, während Cxcl 2 chemotaktisch auf Granulozyten und 
hämatopoetische Stammzellen wirkt. Beide Chemokine werden von MSC als Antwort auf 
pathogene Signale vermehrt exprimiert. 
Auch IL1-RN wurde im Micro-Array als inflammatorisch reguliert gefunden (siehe 3.1.1). Im 
Gegensatz zu den anderen Mediatoren wirkt es dem Entzündungsprozess jedoch entgegen, 
indem es durch kompetetive Blockade des IL1 Rezeptors die IL1-abhängigen pro-
inflammatorischen Effekte hemmt. Es kann daher als Modulator immunologischer 
Reaktionen betrachtet werden. LPS-abhängig wird dessen Expression in MSC etwa um den 
Faktor drei hochreguliert. 
Mittels ELISA wurde zusätzlich die Sekretion von Angptl 4 sowie des Kontroll-Zytokins 
G-CSF ins Zellkulturmedium getestet (siehe Abbildung 3-17 B). Die Untersuchung erfolgte 
48 h nach der Stimulation. Beide Zytokine zeigen einen signifikanten Anstieg von etwa 100 
bzw. 50 pg/mL in den PBS-behandelten Kontrollen auf über 1500 pg/mL in den LPS-
stimulierten Ansätzen. 
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Abbildung 3-17: Stimulation humaner MSC mit LPS führt zur Hochregulation von Angptl 4 auf 
RNA und Proteinebene. (A) Analyse der Expression von Angptl 4 sowie weiterer inflammatorisch 
relevanter Zytokine nach Stimulation mit 10 µg/mL LPS: Die Gelaufnahme zeigt die Banden der PCR-
Produkte, die aus mRNA bzw. cDNA 6 und 24 h nach Stimulation entstehen. Die Quantifizierung und 
Darstellung im Säulendiagramm erfolgte für den 24 h-Wert. (B) Analyse der Angptl 4- und G-CSF-
Konzentration im Zellkulturüberstand 48 h nach Stimulation mit 10 µg/mL LPS mittels ELISA. 
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4 Diskussion 
Systemische Inflammationen bewirken einer Veränderung der Hämatopoese zugunsten der 
Bildung von Zellen der unspezifischen Immunabwehr. Dieser als „Emergency 
Myelopoese“ oder „Emergency Granulopoese“ bezeichnete Vorgang umfasst die gesteigerte 
Produktion myelomonozytärer Zellen im Knochenmark und deren Mobilisierung ins Blut, so 
dass sie zu peripheren Organen d.h. den primären Orten der Infektion gelangen. 
Die Mechanismen dieser Veränderungen sind nicht vollständig aufgeklärt. Es ist bisher 
bekannt, dass die Detektion konservierter pathogener Signale durch TLRs auf nicht-
hämatopoetischen Zellen und die respektive Sekretion promyeloischer Zytokine eine 
entscheidende Rolle spielt (Boettcher und Ziegler et al., 2012). Neben den bekannten 
inflammatorischen Zytokinen, welche auch die Myelopoese unter „steady-state“-
Bedingungen regulieren, kann die Beteiligung weiterer redundanter Faktoren postuliert 
werden. Dies wird unter anderem belegt durch Untersuchungen an G-CSF und G-CSF-GM-
CSF-Knockout-Mäusen, welche immer noch eine reaktive Steigerung der Granulopoese 
zeigen (Seymour et al., 1997). 
Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung neuer Mediatoren der 
inflammatorischen Hämatopoese. Das Kriterium zur Identifizierung stellte zunächst die 
inflammatorisch regulierte Expression im Knochenmark dar. Diese wurde für das 
Kandidatenprotein Angptl 4 durch verschiedene Methoden verifiziert. Zudem sollte der 
Zelltyp identifiziert werden, welcher das Protein als Antwort auf pathogene Signale sekretiert. 
Die Charakterisierung von Angptl 4 umfasste die Untersuchung von dessen Effekten auf die 
Differenzierung unterschiedlicher hämatopoetischer Linien. Im Hinblick auf das Phänomen 
der „Emergency Myelopoese“, lag dabei ein Schwerpunkt auf der Betrachtung der 
Granulopoese und der myeloiden Progenitoren. Da weiterhin Effekte auf die 
Megakaryopoese und Thrombopoese beobachtbar waren, wurde dieser Einfluss im 
Folgenden genauer ausgeleuchtet. Die besondere Bedeutung der Thrombopoese während 
eines inflammatorischen Geschehens lässt sich allgemein dadurch belegen, dass die 
während einer Sepsis auftretende Thrombozytopenie proportional zu deren Lethalität ist 
(Mavrommatis et al., 2000). 
4.1 Die Produktion von Angptl 4 wird inflammatorisch reguliert 
Die Identifizierung inflammatorisch regulierter Gene im Knochenmark erfolgte mittels Micro-
Array. Als LPS-abhängig exprimierte, sekretorische oder Oberflächen-Proteine konnten 83 
Kandidaten gefunden werden. Darunter befinden sich eine Reihe von Chemokinen der C-C-
 und der C-X-C-Familie, sowie bereits bekannte inflammatorische Zytokine wie IL6 und M-
CSF (siehe Tabelle 3-1). 
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Die Auswahl von Angptl 4 als potentiellem Mediator der reaktiven Myelopoese erfolgte 
aufgrund eines in der Literatur beschriebenen Effektes des Proteins auf hämatopoetische 
Progenitoren. 2006 wurde erstmals gezeigt, dass Angptl-Proteine die ex vivo Expansion 
hämatopoetischer Stammzellen stimulieren (Zhang et al., 2006). Dabei führte die 
Kultivierung muriner HSC mit Angptl 3, 4, 5 und 7 zu einer verstärkten Repopulation nach 
Transplantation. Während diese Effekte bei Angptl 3, 5 und 7 bis zu sechs Monaten nach der 
Transplantation nachweisbar waren, konnte der Einfluss von Angptl 4 nur vier Wochen nach 
Transplantation gemessen werden. Die Wirkungen der untersuchten Angptl-Proteine liegen 
demzufolge auf unterschiedlichen Ebenen der Hämatopoese. So definiert die Repopulation 
transplantierter Zellen in Empfängertiere das Selbsterneuerungspotential und somit 
verschiedene Subpopulationen von HSC (siehe auch Abbildung 1-2) (Morrison und 
Weissmann, 1994). Sogenannte Langzeit-rekonstituierende HSC (LT-HSC) können das 
hämatopoetische System lebenslang rekonstituieren und sich unbegrenzt selbst erneuern 
(Uchida et al., 1994). Im Gegensatz dazu haben die Kurzzeit-rekonstituierenden HSC (ST-
HSC) bereits ein eingeschränktes Selbsterneuerungspotential und können nur für etwa zehn 
Wochen nach Transplantation zur Blutbildung beitragen (Morrison und Weissmann, 1994). 
Multipotente Progenitoren (MPP) und allgemeine myeloide (CMP), sowie allgemeine 
lymphoide Progenitoren (CLP) repopulieren das Knochenmark nur bis zu vier Wochen oder 
weniger (Morrison et al., 1997). Angptl 3, 5 und 7 führen, den Ergebnissen von Zhang et al. 
zufolge, somit zu einer Expansion von LT- und ST-HSC, während der Effekt von Angptl 4 auf 
spätere Progenitoren beschränkt bleibt. 
Infolge konzentrierte sich das Interesse, im Bestreben HSC in vitro zu expandieren, 
hauptsächlich auf Angptl 3 und 5. 2008 konnte die Wirkung von Angptl 5 auf HSC auch im 
humanen System bestätigt werden (Zhang et al., 2008). In vivo Effekte von Angptl 3 auf die 
Hämatopoese wurden 2011 durch Analysen von Angplt 3 Knockout Mäusen gezeigt (Zheng 
et al., 2011). Gleichzeitig wurden Protokolle zur HSC-Expansion unter Verwendung von 
Angptl 5 optimiert. Dabei kamen auch MSC als „feeder“-Zellen zum Einsatz (Khoury et al., 
2001; Walenda et al., 2011). 
Nur wenige Publikationen stehen im Zusammenhang mit der Wirkung von Angptl 4 auf die 
Hämatopoese. 2012 konnte der Erhalt der Repopulierungsaktivität humaner CD34+Zellen 
aus Nabelschnurblut durch Angptl 4 nachgewiesen werden (Blank et al., 2012). In der 
neuesten Publikation wird ein stimulatorischer Effekt für die Angptl Proteine 1, 2, 3, 4, 6 und 
7 auf die Expansion von HSPC ex vivo beschrieben (Akhter et al., 2013). 
Ein möglicher Zusammenhang zwischen den Wirkungen von Angptl 4 auf hämatopoetische 
Progenitoren und Inflammation wurde bisher nicht hergestellt. Dabei ist Angptl 4 bereits als 
„Akute-Phase“ Protein beschrieben (Lu et al., 2010). Die Simulation einer systemischen 
Inflammation erfolgte in dieser Publikation zum einen durch Verwendung von LPS als Signal 
86 
Kapitel 4: Diskussion 
Gram-negativer Pathogene, sowie Zymosan als TLR 2 Ligand und Modellsystem fungaler 
Infektionen. In beiden Fällen wurde ein Anstieg von Angptl 4 auf Protein und mRNA-Ebene in 
Leber, Herz, Muskel, Fettgewebe und Plasma nachgewiesen. Die Expression von Angptl 4 
im Knochenmark wurde nicht analysiert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die (im Micro-Array gefundene) LPS-abhängige signifikante 
Hochregulation der Angptl 4 Expression im Knochenmark mittels qRT-PCR verifiziert. In die 
Analysen wurden zudem die Organe Leber, Lunge und Milz einbezogen (siehe Abbildung 
3-2). 
In der Leber konnte, im Gegensatz zu den anderen Organen, bereits eine basal relativ hohe 
Expression von Angptl 4 gemessen werden, die in der Literatur beschrieben ist (Yoon et al., 
2000; Mandard et al., 2006). Der inflammatorisch induzierte Anstieg der Expression ist, im 
Rahmen der Anzahl der durchgeführten Experimente, nicht signifikant und relativ moderat im 
Vergleich zu den von Lu et al. publizierten Daten. Dabei kann eine unzureichende Simulation 
inflammatorischer Bedingungen, durch die gezeigte vielfache Hochregulation von G-CSF, 
ausgeschlossen werden. Die von Lu et al. durchgeführte Analyse zeigt einen Anstieg des 
Angptl 4-mRNA Levels in der Leber um 50 % im Vergleich zur Kontrolle bereits 4 h nach 
LPS-Injektion und um etwa 130 % nach 16 h. Der Analysezeitpunkt 8 h nach Injektion wird 
nicht betrachtet. Zudem wurde mit 5 mg/kg LPS im Vergleich zu den im Rahmen dieser 
Arbeit verwendeten 2,5 mg/kg eine doppelt so hohe Dosis LPS appliziert. 
Die Angptl 4-Expression in der Milz steigt, den Ergebnissen der durchgefühten qRT-PCR zu 
Folge, durch die LPS-Behandlung signifikant an. Dieses Ergebnis steht im Wiederspruch zu 
einer Publikation von 2012, in welcher eine LPS-abhängige 70 %ige Abnahme der Angptl 4-
Expression in der Milz gemessen wurde (Feingold et al., 2012). Die Betrachtungen 
konzentrieren sich hier auf Macrophagen, welche in der Milz angereichert sind. Sie werden 
als einer der wenigen Zelltypen definiert, welche die Angptl 4-Expression LPS-abhängig 
runterregulieren. 
Der gefundene signifikante Anstieg des Angptl 4 mRNA-Levels in der Lunge, als Folge der 
LPS-Applikation, wurde so bisher nicht beschrieben. 2010 wurde gezeigt, dass die 
Applikation von Proteinkinase C-Aktivatoren die Hochregulation von Angptl 4 in Lungenzellen 
zufolge hat und somit ein Einblick in die beteiligten Signalwege gegeben (Stapleton et al., 
2010). Zuletzt konnte schließlich die LPS-induzierte moderate Hochregulation von Angptl 4 in 
mikrovaskulären Lungenendothelzellen (pulmonary microvascular endothelial cells, PMVEC) 
von Ratten gemessen werden (Wang et al., 2013). Eine durch Transfektion herbeigeführte 
Überexpression von Angptl 4 in PMVEC führte außerdem zur Aufhebung LPS-induzierter 
angiogener und inflammatorischer Effekte. Die Autoren postulieren daher einen Angptl 4- 
abhängigen Schutzmechanismus für entzündungsbedingte Lungenschädigungen. 
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Im Rahmen dieser Arbeit ist jedoch hauptsächlich die Produktion von Angptl 4 im 
Knochenmark von Bedeutung. Diese wurde weiterhin mittels ELISA und Immunhistochemie 
auf Proteinebene nachgewiesen (siehe Abbildung 3-3). Besonders bemerkenswert ist die 
vielfache Hochregulation von Angptl 4 im Überstand der Knochenmarkzellen im Vergleich zu 
keiner Veränderung der Angptl 4-Konzentration im Blutplasma nach LPS-Applikation. Dies 
steht im Wiederspruch zu den von Lu et al. publizierten Daten, welche den Anstieg von 
Angptl 4 in der Zirkulation nach LPS-Injektion mittels Western Blots zeigen (Lu et al., 2010). 
Die Verwendung unterschiedlicher Antikörper im Western Blot und in dem im Rahmen dieser 
Arbeit verwendeten ELISA, könnte eine Erklärung für die abweichenden Ergebnisse 
darstellen. 
Die systemische Infektion mit S.pneumoniae führt im Gegensatz dazu zu einem signifikanten 
Anstieg der Angptl 4-Level, sowohl im Knochenmark als auch im Plasma. Übereinstimmend 
mit der LPS-Injektion liegen jedoch auch hier die im Knochenmark erreichten Proteinlevel 
deutlich über den detektierten Plasmaspiegeln. In Anbetracht der starken Induktion der 
Angptl 4-Sekretion im Knochenmark, im Vergleich zu der moderaten Hochregulation in der 
Zirkulation, kann eine besondere Rolle des Knochenmarks für die Produktion von Angptl 4 
unter inflammatorischen Bedingungen postuliert werden. Zudem kann von einer 
Konzentration Angptl 4-sekretierender Zellen im Knochenmark ausgegangen werden. 
In der Histologie zeigen unter anderem Stromazellen, welche auch die Subpopulation der 
MSC beinhalten, eine starke Induktion der Angptl 4-Sekretion nach LPS-Stimulation. Für 
MSC ist auch die Expression zahlreicher funktioneller TLR, sowie die durch sie vermittelte 
Sekretion inflammatorischer Zytokine, vielfach nachgewiesen (Liotta et al., 2008; Hwa Cho et 
al., 2006) (siehe 4.4). Es ist zu klären, ob in einer in vivo Situation die Detektion von PAMPs 
wie LPS und die respektive Angptl 4 Sekretion tatsächlich durch MSC im Knochenmark 
erfolgt, oder ob ein indirekter Mechanismus zu Grunde liegt. So könnte die Erkennung der 
pathogenen Signale auch außerhalb des Knochenmarks durch PRR-exprimierende Zellen 
erfolgen. Diese reagieren nach Stimulation mit der Sekretion weiterer Mediatoren, welche 
schließlich ins Knochenmark gelangen und dort die Angptl 4-Sekretion induzieren könnten. 
So erreicht beispielsweise das proinflammatorische Zytokin IL1-β, welches durch aktivierte 
Macrophagen gebildet wird, in Phasen der Hyperinflammation systemische Level und könnte 
somit im Knochenmark weitere Signalwege initiieren. Eine solche räumliche Trennung der 
Detektion relevanter Signale und Produktion der Mediatoren von der Knochenmarknische ist 
auch für prominente hämatopoetische Zytokine, wie Erythropoietin (EPO), beschrieben. So 
wird die Bildung von Erythrozyten im Knochenmark durch die kontinuierliche Produktion von 
EPO in Leber und Niere getragen. Zudem können interstitielle Zellen der Nebennierenrinde 
Sauerstoffmangel detektieren und die renale Erythropoietinbildung zusätzlich steigern 
(Jacobson et al., 1957). 
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Die Stimulation der Angptl 4-Sekretion erfolgt also direkt oder indirekt durch LPS als TLR4-
Ligand und Signal Gram-negativer Bakterien sowie durch eine reale Infektion mit einem 
Gram-positiven Erreger. Die inflammatorische Regulation von Angptl 4 ist also nicht auf das 
in dieser Arbeit hauptsächlich verwendete Modell einer Gram-negativen Sepsis beschränkt, 
sondern die Expression kann durch unterschiedliche pathogene Signale induziert werden. So 
wurde auch die Hochregulation von Angptl 4 im Plasma durch LPS und Zymosan als TLR 2-
Ligand beschrieben (Lu et al., 2010). 
Zusammenfassend kann formuliert werden, dass die inflammatorisch regulierte Expression 
von Angptl 4 auf RNA und Proteinebene durch zwei unterschiedliche Methoden eindeutig 
nachgewiesen werden konnte. Dabei ist der Effekt vergleichsweise so stark, dass eine 
physiologische Funktion angenommen werden kann. 
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4.2 Wirkung von Angptl 4 auf myeloide Progenitoren und die 
Granulopoese 
Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Angptl 4 sowohl die Differenzierung granulo-
monozytärer Progenitoren (GMP) in vitro stimuliert, als auch die Frequenz von GMP im 
Knochenmark in vivo erhöht. 
Im CFU-Assay wurden unter dem Einfluss von Angptl 4 doppelt so viele Progenitoren zur 
Ausdifferenzierung rekrutiert, wie in einem entsprechenden Kontrollansatz. Dabei beruht die 
Zunahme der Koloniezahl hauptsächlich auf der vermehrten Bildung von granulo-
monozytären Kolonien (CFU-GM und CFU-G). Anhand der Anteile der unterschiedlichen 
Kolonieformen, die durch Zugabe verschiedener Kombinationen von Angptl 4, G-CSF, IL3 
und GM-CSF entstanden, kann postuliert werden, dass Angptl 4 und G-CSF redundante 
Wirkungen haben, d.h. auf übereinstimmende Zielzellen wirken (siehe Abbildung 3-4). 
Auch die Analyse des in vivo Versuches zeigte eine Angptl 4-abhängige Zunahme von 
CFU-G und CFU-GM, zu Lasten der Bildung von CFU-M und CFU-GEMM, während die 
Anteile von BFU-E unverändert blieben (siehe Abbildung 3-6). Dies kann darauf hindeuten, 
dass unter dem Einfluss von Angptl 4 mehr CFU-GEMM zur Ausdifferenzierung zu GMP 
stimuliert werden und zugleich die Linienentscheidung zugunsten granulozytärer 
Progenitoren und zu Lasten der monozytären Linie beeinflusst wird. 
Die durchflusszytometrische Analyse bestätigte die vermehrte Bildung granulo-monozytärer 
Progenitoren im Knochenmark Angptl 4-behandelter Mäuse (siehe Abbildung 3-5). Zugleich 
veränderten sich die Populationen von ST-HSC und LT-HSC nicht. Der Effekt von Angptl 4 
scheint also eher auf der Ebene der Progenitoren zu liegen. Dies stimmt überein mit dessen 
potentieller Funktion während einer systemischen Inflammation. In deren Geschehen werden 
ebenfalls hauptsächlich myelomonozytäre Progenitoren involviert und in ihrer Differenzierung 
und Mobilisierung stimuliert, während HSC größtenteils unbeeinflusst bleiben (Takizawa et 
al., 2012). Im Gegensatz zur Analyse mittels Colony-Assay, zeigte die 
durchflusszytometrische Analyse keine Abnahme der CMP infolge der vermehrten Bildung 
von GMP. 
Bei Betrachtung späterer granulozytärere Marker kann zusätzlich zu dem Effekt auf 
Progenitoren auch eine Tendenz zur vermehrten Bildung reifer Granulozyten im 
Knochenmark unter dem Einfluss von Angptl 4 gezeigt werden (siehe Abbildung 3-7). Die 
Wirkung von Angptl 4 scheint also verschiedene Ebenen der Granulopoese zu betreffen, wie 
es für die meisten Zytokine, so beispielsweise auch G-CSF (Nicola et al., 1990), beschrieben 
ist. 
Eine Mobilisierung der im Knochenmark vermehrt gebildeten Granulozyten ließ sich nicht 
nachweisen. So konnten im Peripherblut zu den Analysezeitpunkten keine erhöhten 
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Leukozytenwerte oder eine Linksverschiebung gemessen werde. Dabei wurden auch 
Analysen des Peripherblutes zu früheren Zeitpunkten als dem 72 h Wert berücksichtigt 
(Daten nicht gezeigt). Es ist davon auszugehen, dass Angptl 4 seine potentielle Rolle als 
Mediator der reaktiven Granulopoese in der realen Situation einer Sepsis im Zusammenspiel 
mit vielen weiteren Faktoren erfüllt, welche die Funktion der Mobilisierung in diesem Kontext 
übernehmen könnten. In einem experimentellen Ansatz könnte man hier die zusätzliche 
Gabe mobilisierender Mediatoren, wie CXCR4-Antagonisten, vorschlagen. Diese stimulieren 
im Gegensatz zu G-CSF ausschließlich die Mobilisierung, nicht aber Produktion von 
Granulozyten (Broxmeyer et al., 2005). So würde ersichtlich, ob Angptl 4 die Mobilisierung 
durch die zusätzliche Produktion myelomonozytärer Zellen im Knochenmark ausgleichen 
könnte und ob im Zusammenspiel beider Mediatoren mehr Granulozyten in der Peripherie 
detektierbar wären, als bei alleiniger Gabe von CXCR4-Antagonisten. 
Die genauere Evaluierung der in vivo Situation sollte auch die Analyse Angptl 4-defizienter 
Mäuse miteinbeziehen. Verschiedene beschriebene transgene Mausmodelle wurden nicht 
auf ihren hämatopoetischen Phänotyp untersucht. Sowohl bei Angptl 4-Defizienz als auch 
bei Überexpression wurden bisher keine offensichtlichen Veränderungen der Hämatopoese 
beschrieben (Bäckhed et al., 2004; Koster et al., 2005; Xu et al., 2005; Mandard et al., 2006). 
Angptl 4-Knockout Mäuse zeigen lediglich eine auf gesteigerter LPL-Aktivität beruhende 
Hypotriglyzeridämie sowie einen lethalen Phänotyp bei einer Diät mit gesättigten Fettsäuren 
(Lichtenstein et al., 2010). Es wäre sinnvoll, die Hämatopoese in diesen Mausmodellen unter 
den besonderen Herausforderungen einer sytemischen Inflammation zu betrachten. Auch 
die Generierung und Analyse einer G-CSF-Angptl 4 Doppel-Knockout-Maus oder die 
pharmakologische Inhibition von Angptl 4 vor einem G-CSF-defizienten Hintergrund unter 
inflammatorischen Bedingungen, könnten weiteren Aufschluss über die Redundanz von 
Angptl 4 und G-CSF geben. 
Die molekularen Mechanismen der Angptl 4-vermittelten Wirkung auf die myeloiden 
Progenitoren sind noch völlig unklar. Der Rezeptor für Angptl 4 wurde bisher nicht identifiziert. 
Es konnte nur die Interaktion der C-terminalen fibrinogen-ähnlichen Domäne mit β-1 und β-2 
Integrinen der extrazellulären Matrix im Rahmen der Wundheilung gezeigt werden (Goh et al., 
2010). Diese Bindung wird als nicht-kompetetiv mit anderen bekannten Bindungspartnern 
der Integrine beschrieben. 
Für die verwandten Proteine Angptl 2 und 5 wurde zuletzt LILRB2 als Rezeptor gefunden 
(Zheng et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Angptls an LILRB2 die 
Repopulation von HSC unterstützt. Dieser Effekt wird zumindest teilweise durch Aktivierung 
der Calcium/Calmodulin-abhängigen Kinase 4 (CAMK4) getragen, die für den 
Stammzellerhalt von Bedeutung ist (Kitsos et al., 2005). Eine Analyse strukturverwandter 
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immun-inhibitorischer Rezeptoren könnte zur Identifizierung möglicher Rezeptoren von 
Angptl 4 führen. 
Desweitern ist nicht klar, welche Form von Angptl 4 im Knochenmark sezerniert wird. So 
zeigt Angptl 4 die für Angptl-Proteine typische Quartärstruktur aus amino-terminaler coiled-
coil und carboxy-terminaler fibrinogen-ähnlicher Domäne, welche gewebeabhängig 
voneinander gespalten werden. Es können also unterschiedliche Formen von Angptl 4 
vorkommen, die sich in ihrer biologischen Aktivität und Funktion unterscheiden (Mandard et 
al., 2004). Effekte auf die Wundheilung und Angiogenese werden durch die carboxy-
terminale Domäne vermittelt, während für die Hemmung der Lipoproteinlipase die amino-
terminale coiled-coil Domaine verantwortlich ist. Auch für den Effekt vieler Angptls auf HSC 
ist die Anwesenheit der coiled-coil Domäne ausreichend (Broxmeyer et al., 2011). Es könnte 
demzufolge postuliert werden, dass die Bindung einer funktionsfähigen N-terminalen 
Domäne an den unbekannten Rezeptor die Wirkung von Angptl 4 auf hämatopoetische 
Progenitoren vermittelt. In diesem Zusammenhang muss auch die mögliche Dimerisierung 
des Proteins, welche ebenfalls über die coiled-coil Domäne erfolgt, diskutiert werden. Für die 
Angptl 4-vermittelte Inhibition der LPL ist dessen Dimerisierung unerlässlich (Ge et al, 2004; 
Yin et al., 2009). So führt die Mutation dreier polarer Aminosäuren innerhalb einer 
hochkonservierten Sequenz der N-terminalen Region zum Verlust der Fähigkeit zur 
Dimerisierung und LPL-Inhibition (Yau et al., 2009). Die Untersuchung dieser und weiterer 
strukturrelevanter Mutationen könnte Aufschluss darüber geben, welche Domäne den Effekt 
von Angptl 4 auf hämatopoetische Progenitoren vermittelt und ob dabei eine Dimerisierung 
erforderlich ist. Durch Einbeziehung natürlich vorkommender Varianten, wie der E40K 
Mutation, unter Berücksichtigung der klinischen Daten betroffener Personen, könnte zudem 
evaluiert werden, ob die Effekte von Angptl 4 auf die Hämatopoese von den Effekten auf die 
LPL entkoppelt sind. 
Zusammenfassend kann formuliert werden, dass der Effekt von Angptl 4 auf GMP eindeutig 
ist und eine Redundanz zu G-CSF beobachtet werden kann, d.h. Angptl 4 und G-CSF 
beeinflussen zumindest teilweise übereinstimmende Zielzellen. Die Wirkungen liegen auf 
mehreren Ebenen der Granulopoese, eine Erhöhung der Granulozytenwerte im Blut erfolgt 
jedoch nicht. Zur weiteren Evaluierung wird die Analyse entsprechender Mausmodelle sowie 
Strukturanalysen des Proteins vorgeschlagen. 
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4.3 Wirkung von Angptl 4 auf die Megakaryopoese 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Angptl 4 in vitro und in vivo Einfluss auf die 
Megakaryopoese nimmt. 
Durch Lineage-Depletion angereicherte hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen 
(HSPC) zeigten in Kultur, unter dem Einfluß von Angptl 4, Merkmale megakaryozytärer 
Differenzierung. So konnte mittels Durchflusszytometrie die Hochregulation von CD61, nicht 
aber die Koexpression von CD41, nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3-8 A und B). 
Zellen des Immunphänotyps CD61+CD41low werden in der Literatur als unreife 
Acetylcholinesterase-negative Megakaryozyten definiert (Matsumura-Takeda et al., 2007). 
Die morphologische Analyse ermöglichte keine Identifizierung dieser durchflusszytometrisch 
erfassten Population unreifer Megakaryozyten, die Angptl 4-abhängig gebildet wurde (siehe 
Abbildung 3-9). Morphologisch erkennbare große Megakaryozyten entstanden nur in 
Anwesenheit von TPO, dabei zeigte sich bei kombinierter Gabe von TPO und Angptl 4 eine 
tendenzielle Verschiebung zugunsten unreiferer Formen. 
Übereinstimmend hiermit bewirkt Angptl 4 die Hochregulation von Transkriptionsfaktoren der 
frühen und mittleren Megakaryopoese, wie Fli-1 und STAT3, nicht aber von NF-E2 (siehe 
Abbildung 3-10). Letzterer spielt eine Rolle bei der terminalen megakaryozytären 
Differenzierung und stimuliert vor allem die zytoplasmatische Reifung und Bildung von 
Proplättchen (Ramesh et al., 1996). So führt der Knockout einer Untereinheit von NF-E2 zu 
schwerer Thrombopenie, an der 90 % der homozygoten Tiere innerhalb der ersten 
Lebenswoche versterben. Zudem zeigen sie Splenomegalie und ein hyperzelluläres 
Knochenmark mit einer erhöhten Anzahl abnormaler Megakaryozyten. Diese sind vor allem 
durch einen Arrest in der zytoplasmatischen Differenzierung charakterisiert: So ist das 
Demarkationsmembransystem unterentwickelt und die Anzahl der Granula reduziert. 
Exogene Stimulation der NF-E2-/- Megakaryozyten mit TPO führt zur weiteren Proliferation 
nicht aber zur Bildung und Freisetzung von Thrombozyten (Shivdasani, 1996). 
Fli-1 ist ein Protein mit einer ets-Domäne und als Regulator der frühen Megakaryopoese 
bekannt. Ein Verlust des entsprechenden Gens durch Deletionen auf dem Chromosom 
11q23 führt zum sogenannten Paris-Trousseau-Syndrom, welches unter anderem durch 
Makrothrombozytopenie gekennzeichnet ist (Breton-Gorius et al., 1995). Seine 
Hochregulation durch Angptl 4 belegt dessen Effekte auf frühe Phasen der Megakaryopoese. 
 
Verschiedene Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie nehmen ebenfalls Einfluss auf die 
Megakaryopoese. So konnte die TPO-abhängige Phosphorylierung von STAT5a, STAT5b 
und STAT3 nachgewiesen werden (Bacon et al., 1995), während die Beteiligung von STAT1 
kontrovers diskutiert wird (Sattler et al., 1995; Gurney et al., 1995; Drachman et al., 1997). 
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Die höchsten Phosphorylierungsraten von STAT5 zeigen Zelllinien die mitogen auf TPO 
reagieren, so dass die Autoren hauptsächlich proliferative Effekte von STAT5 postulieren. 
STAT3 initiiert hingegen die Expression linienspezifischer Gene und stimuliert die 
Differenzierung der Megakaryozyten in mittleren Entwicklungsphasen (Drachman et al., 
1997). Durch eine Erhöhung der STAT3 Expression nimmt Angptl 4 also indirekt Einfluss auf 
die megakaryozytäre Entwicklung. 
Die Untersuchung der Effekte von Angptl 4 auf weitere megakaryozytär relevante 
Transkriptionsfaktoren wie GATA oder STAT5, könnten weiteren Aufschluss über die 
Mechanismen geben, durch welche Angptl 4 die frühe Megakaryopoese beeinflusst (siehe 
auch Abbildung 4.1). 
 
GATA-1/2
FOG-1
GATA-1
FOG-1
STAT 5Fli-1
NF-E2p45
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Megakaryozyt
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STAT 3
Angptl4 Angptl4
 
Abbildung 4-1: Regulation der Megakaryopoese. Übersicht über die Aktivität verschiedener 
Transkriptionsfaktoren im Verlauf der Megakaryopoese: Fli-1 und GATA1/2 im Komplex mit FOG-1 
spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der HSC zum Megakaryoblast. In mittleren 
Differenzierungsphasen sind STAT-5, STAT-3 und GATA1/FOG1 besonders aktiv, während die 
terminale Megakaryopoese durch NF-E2 vermittelt wird. Angptl 4 erhöht die Expression der Fli-1 und 
STAT3-Expression und trägt somit indirekt zu einer akzelerierten frühen Megakaryopoese bei. (Quelle: 
in Anlehnung an Schulze H., 2008)  
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Um zu untersuchen ob Angptl 4 die Eigenschaften der gebildeten Megakaryozyten bezüglich 
ihrer Wechselwirkungen mit Immunzellen verändert, wurde auch die Expression des 
Thrombozytenaktivierungsmarker p-Selectin evaluiert. Dieser ist Bestandteil der α-Granula 
und bewirkt nach Sekretion auf die Thrombozytenoberfläche deren Interaktion mit 
Leukozyten und Endothelzellen (Merten et al., 2004). Im Kontext eines inflammatorischen 
Geschehens, könnte eine gesteigerte p-Selectin-Freisetzung also von Bedeutung für die 
lokale Rekrutierung von Immunzellen sein. Tatsächlich wird p-Selectin nur in den Zellen 
hochreguliert, die unter dem Einfluss von TPO entstehen. Es besteht kein Unterschied 
zwischen der p-Selectin Expression in TPO-abhängig gebildeten Megakaryozyten und den 
Megakaryozyten, die durch kombinierte Gabe von Angptl 4 und TPO entstehen. Die 
Betrachtung weiterer Adhäsionsmoleküle wird vorgeschlagen. 
Es kann zunächst zusammengefasst werden, dass Angptl 4 in vitro die Expression von 
Transkriptionsfaktoren stimuliert, welche relevant für die frühe megakaryozytäre 
Diffenzierung sind. Zudem bewirkt Angptl 4 die Hochregulation des megakaryozytären 
Oberflächenmarker CD61, nicht aber CD41. Morphologisch lässt sich diese CD61+CD41low 
Population unreifer Megakaryozyten nicht erfassen. Zur Ausreifung morphologisch-
identifizierbarer sowie immunphänotypisch CD61 und CD41-positiver Megakaryozyten ist die 
zusätzliche Stimulation durch TPO erforderlich. Es kann diskutiert werden, ob die unter dem 
zusätzlichen Einfluss von Angptl 4 gebildeten Megakaryozyten sich in ihren Eigenschaften 
von denen unterscheiden, deren Bildung durch TPO alleine stimuliert wird. Dabei sollte 
besonders eine Veränderung der Megakaryozyten und Thrombozyten im Hinblick auf deren 
Rolle in einem inflammatorischen Geschehen betrachtet werden (siehe S.97, Abschnitt 3). 
 
In vivo führte die Applikation von Angptl 4 nach dem unter 2.5.3 beschriebenen 
Injektionsversuch zu einer akzelerierten Megakaryopoese, in deren Folge signifikant erhöhte 
Thrombozytenwerte im peripheren Blut 72 h nach der letzten Injektion gemessen wurden. 
Zugleich zeigte die durchflusszytometrische Analyse keine Zunahme der CD61+ Zellen 
insgesamt. Innerhalb dieser Population kam es jedoch zu einer Angptl 4-vermittelten 
Zunahme der CD61+CD41low-Zellen, also unreifer Megakaryozyten (siehe Abbildung 3-11). 
Dieser erhöhte Anteil unreifer Megakaryozyten wurde durch die histologische Analyse des 
Knochenmarks der applizierten Mäuse bestätigt (siehe Abbildung 3-12). 
In Übereinstimmung mit einer gesteigerten Megakaryopoese nach Angptl 4-Injektion in 
unbehandelte Mäuse, konnte auch eine beschleunigte Thrombozytenrekonstitution nach 
lethaler Bestrahlung und Transplantation unter dem Einfluss von Angptl 4 gezeigt werden 
(siehe Abbildung 3-13). Eine Vorbehandlung des Donor-Knochenmarks mit Angptl 4 zeigte 
im Gegensatz dazu keine Effekte. In der Literatur ist ein vergleichbarer Versuch mit TPO 
beschrieben, welcher das gegenteilige Ergebnis lieferte (Fibbe et al., 1995). Die 
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Transplantation von TPO-vorbehandeltem Knochenmark führte zu einer beschleunigten 
Rekonstitution der Thrombozyten und auch der Erythrozyten, während TPO-Applikation nach 
Transplantation keinen stimulatorischen Effekt auf die Thrombopoese hatte. TPO und 
Angptl 4 unterscheiden sich demnach grundsätzlich in ihrer Wirkung auf die 
Megakaryopoese. TPO stimuliert die Thrombopoese auf allen Ebenen von der Stammzelle 
bis zum reifen Megakaryozyten. So führt die vermehrte Bildung megakaryozytärer 
Progenitoren in den Donor-Tieren zu einer schnelleren Rekonstitution der Thrombopoese in 
den lethal bestrahlten Rezipienten. Angptl 4 scheint spezifischere Effekte auf 
megakaryozytäre Progenitoren zu haben, die besonders bei einer bestehenden 
Thrombopenie in den Rezipienten, weniger aber im „steady state“ also in den Donor-Tieren 
zum Tragen kommt. 
Auch das inflammatorische Zytokin IL6 stimuliert die Thrombozytenrekonstitution nach 
myelosuppressiver Chemotherapie oder sublethaler Bestrahlung (Laterveer et al., 1993), 
während es wiederum in gesunden Tieren nur einen unzureichenden Anstieg der 
Thrombozyten bewirkt (Ishibashi et al., 1993). Die Effekte von IL6 zeigen somit einige 
Ähnlichkeiten mit den in dieser Arbeit beschriebenen Wirkungen von Angptl 4. Beide 
Zytokine zeigen nach Applikation im „steady state“ einen moderaten Effekt auf die 
Thrombopoese, scheinen jedoch unter besonderen Herausforderungen, wie Bestrahlung, 
Chemotherapie oder evt. Verbrauchskoagulopathie, eine besondere Rolle zu spielen. 
Insgesamt ergeben sich aus den beschriebenen Ergebnissen folgende weitere 
Fragestellungen: 
 
1. Wie genau bewirkt Angptl 4 die beschleunigte Thrombopoese? 
2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen der Angptl 4-vermittelt gesteigerten 
Thrombopoese und Sepsis? 
3. Welche klinischen Anwendungen ergeben sich daraus? 
  
Die Wirkungsweise von Angptl 4 bedarf weiterer Aufklärung. Der Rezeptor des Proteins ist 
bisher nicht identifiziert und somit auch die intrazellulären Signalwege völlig ungeklärt (siehe 
4.2). Die Untersuchung des Einfluss von Angptl 4 auf weitere megakaryozytär relevante 
Transkriptionsfaktoren wurde bereits vorgeschlagen. Auch die Rolle weiterer megakaryozytär 
wirksamer Zytokine (IL3, IL6, IL11, LIF, s.u.) im Zusammenspiel mit Angptl 4 müsste 
genauer betrachtet werden. Möglicherweise können in vitro reife Megakaryozyten unter dem 
Einfluss von Angptl 4 und weiterer Zytokine gebildet werden, ohne dass die Anwesenheit von 
TPO erforderlich ist. So zeigen TPO- und TPO-Rezeptor(cMpl)-Knockout-Mäuse eine um 
90 % reduzierte Thrombozytenzahl. Die verbleibenden 10 % Thrombozyten sind jedoch 
vollständig ausgereift und funktionsfähig, so dass die die Rolle von TPO mehr als Regulator 
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der Thrombozytenzahl, als der Thrombozytenreifung verstanden werden kann (Murone et al., 
1998). Letztere wird in Abwesenheit von TPO bzw. TPO-abhängiger Signaltransduktion von 
redundanten Zytokinen übernommen. Als solche könnten anhand ihres megakaryozytären 
Differenzierungspotentials IL3, IL6, IL11, LIF und aufgrund der dargestellten Ergebnisse 
auch Angptl 4 diskutiert werden. Die Untersuchung einer TPO/Angptl 4-Knockout Maus oder 
die pharmakologische Inhibition von Angptl 4 in einer TPO-Knockout Maus  könnten weiteren 
Aufschluss geben. Dabei wäre eine Untersuchung der Thrombozytenzahlen besonders unter 
inflammatorischen Bedingungen relevant. 
Somit würde die wichtigste Fragestellung in die Betrachtung miteinbezogen: Welchen Sinn 
erfüllt die durch inflammatorisch reguliertes Angptl 4 gesteigerte Thrombopoese während 
einer Sepsis? 
Im Verlauf einer Sepsis werden das Koagulationssytems und die Thrombozyten aktiviert 
(Mavrommatis et al., 2000). Dabei sind die TPO-Level im Plasma mit der Schwere der 
Sepsis proportional verknüpft (Zakynthinos et al., 2004). In der Folge kann es zum 
Verbrauch der Gerinnungsfaktoren und Thrombozytopenie (Verbrauchskoagulopathie) 
kommen, deren Ausmaß wiederum mit der Mortalität der Sepsis korreliert. Im Allgemeinen 
kann also der Angptl 4-vermittelte stimulatorische Effekt auf die frühe Megakaryopoese als 
Mechanismus gedeutet werden, der dieser Problematik entgegenwirkt: Durch die vermehrte 
Bildung unreifer Megakaryozyten wird ein Reservoir an zusätzlich ausdifferenzierbaren 
Megakaryozyten und Thrombozyten bereitgestellt. Als übereinstimmend mit dieser 
Hypothese kann die durch Angptl 4 beschleunigte Rekonstitution nach 
bestrahlungsbedingter Thrombozytopenie betrachtet werden. 
Zusätzlich zu diesem allgemeinen Effekt kann eine spezialisiertere Funktion von Angptl 4 in 
diesem Kontext diskutiert werden. So könnte Angptl 4 nicht nur die Menge, sondern auch die 
Eigenschaften der gebildeten Megakaryozyten und Thrombozyten hinsichtlich ihrer 
immulologischen Eigenschaften beeinflussen. Solche immunologischen Funktionen 
übernehmen Thrombozyten während einer Sepsis zunächst durch Beeinflußung weiterer 
Immunzellen. So führt z.B. die Freisetzung des platelet activating factor (PAF) neben 
autokrinen Effekten auch zur Aktivierung von Macrophagen und Neutrophilen (Snyder et al., 
1991). Trotz fehlenden Zellkerns und ihrer geringen Größe sind Thrombozyten zur 
Proteinbiosynthese befähigt und können beispielsweise das proinflammatorische Zytokin 
IL1-β synthetisieren, welches unter anderem die Bildung von G-CSF stimuliert. Auch die 
Expression funktionsfähiger TLR auf Thrombozyten konnte nachgewiesen werden 
(Andonegui et al., 2005). Deren Aktivierung resultiert in der Freisetzung von TNF-α, welcher 
ebenfalls ein positiver Regulator der G-CSF-Expression und somit der Granulopoese ist 
(Aslam et al., 2006). Ein weiterer TLR-vermittelter Zusammenhang zwischen Thrombozyten 
und Granulozyten, als Komponenten des angeborenen Immunsystems, wurde 2007 gezeigt. 
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So führt die Aktivierung von TLR 4 auf der Thrombozytenoberfläche zur Bildung sogenannter 
„neutrophil extracellular traps“ (NETs) durch neutrohile Granulozyten, an deren Oberfläche 
die Thrombozyten adhärieren (Clark et al., 2007). NETs stellen extrazelluläre Fasern dar, die 
innerhalb von Minuten gebildet werden können. Sie bestehen hauptsächlich aus der DNA 
der Neutrophilen und den Inhaltsstoffen sekundärer und tertiärer Granula, mit proteolytischer 
Aktivität. Neben der lokalen Anreicherung antimikrobieller Komponenten können NETs 
zudem als physische Barriere dienen, welche die weitere Ausbreitung der Pathogene hemmt 
(Brinkman et al., 2004). 
Um einen spezifischeren Effekt von Angptl 4 auf die Thrombopoese im Kontext eines 
inflammatorischen Geschehens zu evaluieren, müsste demnach auch dessen Einfluss auf 
die Adhäsionseigenschaften der Thrombozyten evaluiert werden, welche die Interaktion mit 
Granulozyten und die Ausbildung sogenannter NETs beeinflussen. Ebenso sollte die 
Angptl 4-vermittelte Bildung und Freisetzung immunologisch relevanter Mediatorsubstanzen 
durch Megakaryozyten und Thrombozyten betrachtet werden. 
 
Zuletzt bleibt die Frage, ob sich aus den gefundenen Wirkungen von Angptl 4 Ansatzpunkte 
für klinische Anwendungen ergeben. Bisher ist das Mittel der Wahl zur Behandlung von 
Thrombozytopenien häufig noch die Transfusion von Thrombozyten. Die Anwendungen von 
rekombinantem TPO sowie einer nicht-glykosylierten Form (megakaryocyte growth and 
development factor, PEG-rhu-MDGF) führten, unter anderem wegen der Bildung von 
neutralisierenden Antikörpern, zu enttäuschenden klinischen Ergebnissen (Kuter et al., 2007). 
Es folgte die Entwicklung thrombopoetischer Wachstumsfaktoren der zweiten Generation; 
hierzu zählen TPO-mimetische Peptide wie Romiplostin, Nicht-Peptide wie Eltrombopag 
sowie agonistische TPO-Antikörper (minibodies, domain subclass-converted TPO agonist 
antibodies) (Wang et al., 2004; Frederickson et al., 2006; Bussel et al., 2006; Kuter et al., 
2007). Beide Substanzen sind bei Idiopathischer Thrombozytopenischer Purpura (ITP) 
indiziert (Kuter et al., 2008; Jenkins et al., 2007). Weitere Anwendungsbereiche, wie 
chemotherapieinduzierte Thrombozytopenie, Lebererkrankungen sowie Akute Myeloische 
Leukämie (AML) und Myelodysplastisches Syndrom (MDS), werden evaluiert (Will et al., 
2011). Potentiell langfristige Nebenwirkungen von TPO-Agonisten, insbesondere die 
Induktion einer Myelofibrose, müssen in klinischen Studien noch erfasst werden. Die 
Entwicklung weiterer thrombopoetisch-aktiver Substanzen, welche durch andere 
Wirkmechanismen greifen, ist also durchaus sinnvoll. Anhand der zuvor beschriebenen 
Ergebnisse des Transplantationsexperimentes, könnte über Angptl 4 als Plattformsubstanz 
für die Entwicklung solcher Substanzen spekuliert werden. 
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Dabei müsste zweifelsohne mittels weiterer zuvor diskutierter Analysen die Wirkung von 
Angptl 4 genauer evaluiert werden. Insbesondere die Identifizierung des Angptl 4-Rezeptors 
sowie die genaue Aufklärung der beteiligten Signalproteine wären unerlässlich. 
Zusammenfassend kann formuliert werden, dass Angptl 4 in vitro die Expression früher 
megakaryozytärer Marker induziert, dabei kann eine vermehrte Bildung reifer 
Megakaryozyten unter dem Einfluss von Angptl 4 alleine nicht beobachtet werden. Die in 
vivo Ergebnisse stellen sich klarer dar. Hier führt Angptl 4 zu einer akzelerierten 
Thrombopoese, sowohl bei der Applikation in gesunde unbehandelte Mäuse, sowie bei 
Anwendung nach lethaler Bestrahlung und allogener Transplantation. Eine mögliche 
klinische Anwendung bei thrombopenen Krankheitsbildern kann daher diskutiert werden. 
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4.4 MSC sekretieren LPS-abhängig Angptl 4 
In dieser Arbeit wurde die LPS vermittelte Angptl 4-Expression und Sekretion durch primäre 
murine und humane MSC in vitro nachgewiesen. 
MSC werden im Rahmen dieser Arbeit als Kandidatenzellen untersucht, da die Analyse der 
Immunhistologie eine Sekretion von Angptl 4 durch Zellen mit stromazell-ähnlicher 
Morphologie zeigt (siehe Abbildung 3-3 C). Diese Stromazellen enthalten die Subpopulation 
multipotenter MSC (Pittenger et al., 1999). Häufig erfolgt die Verwendung des Begriffes MSC 
jedoch übergreifend für alle Stromazellen (Horwitz et al., 2005). 
MSC stellen eine heterogene Zellpopulation dar, die je nach Kultivierungsbedingungen in 
Genexpressionsmustern und Proteomics große Unterschiede zeigt (Wagner et al., 2006). 
2006 wurden von Dominici et al. drei Minimalkriterien zu deren Identifizierung publiziert: Als 
erstes Kriterium gilt die Plastikadhärenz, die auch in dieser Arbeit zur Isolation der Zellen 
genutzt wurde. Desweiteren können MSC unter Verwendung entsprechender 
Zellkulturmedien in die drei mesodermalen Zelllinien Adipozyten, Osteozyten und 
Chrondrozyten differenzieren (Baksh et al., 2004; Wagner et al., 2005; Dominici et al., 2006; 
Horn et al., 2008; Augello et al., 2010). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Differenzierung 
in Adipozyten und Osteozyten. In einigen Publikationen wird auch eine Ausreifung von MSC 
in Myozyten sowie Zellen nicht mesodermalen Ursprungs, wie Hepatozyten, diskutiert 
(Peterson et al., 1999; Jiang et al., 2002; Schwartz et al., 2002). Als letztes Kriterium gilt die 
Expression der Marker CD105, CD73 und CD90 sowie die Abwesenheit der 
hämatopoetischen Marker CD45, CD34, CD14 oder CD11b und CD79α oder CD19 und HLA 
Klasse II. 
Die in vitro Sekretion von Angptl 4 durch LPS-stimulierte MSC sowie die Ergebnisse der 
immunhistologischen Untersuchungen (siehe Abbildung 3-3) führen zu der These, dass MSC 
auch in vivo pathogene Signale detektieren und mit einer Ausschüttung von Angptl 4 und 
weiteren Zytokinen reagieren, welche dann Einfluss auf die Myelopoese nehmen. Damit ist 
die Existenz weiterer pathogen-detektierender und Angptl 4-sekretierender Kandidatenzellen 
im Knochenmark ausdrücklich nicht ausgeschlossen. So lassen sich in der 
immunhistologischen Färbung weitere Angptl 4-sekretierende Zelltypen, wie Endothelzellen, 
Megakaryozyten und Granulozyten erkennen. Viele Hinweise belegen jedoch die besondere 
Bedeutung von MSC für die reaktive Hämatopoese: 
So zeigen Untersuchungen an einem chimären TLR 4-Knockout-Mausmodell, dass die LPS-
induzierte Myelopoese vorwiegend von TLR 4-exprimierenden, nicht-hämatopoetischen 
Zellen verursacht wird (Boettcher und Ziegler et al., 2012). Die Expression von TLR auf 
hämatopoetischen Progenitoren spielt demnach nur eine untergeordnete Rolle im „fine 
tuning“ der Immunantwort. Als nicht-hämatopoetische Kandidatenzellen der Nische kämen 
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neben MSC auch endosteale Progenitoren, CXCL12-exprimierende retikuläre Zellen 
(CXCL12 abundant reticular cell CARS), Osteoblasten und Endothelzellen in Frage. Letzere 
wurden auch in der Immunhistologie als „Angptl 4-positiv“ nach LPS-Injektion identifiziert. 
Als hämatopoetische Kandidaten sind zunächst besonders Macrophagen interessant, die 
sich durch Sekretion zahlreicher inflammatorischer Mediatoren auszeichnen. Dies gilt jedoch 
mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht für Angptl 4, dessen Expression in Macrophagen der Milz 
LPS-abhängig sogar herunterreguliert wird (Feingold et al., 2012). Analysen des Sekretoms 
aktivierter Macrophagen zeigen keine Freisetzung von Angptl 4 (Meissner et al., 2013) und 
auch in der, im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten, immunhistologischen Untersuchung 
konnte keine LPS-abhängige Angptl 4-Sekretion durch Macrophagen nachgewiesen werden. 
Für MSC als Kandidatenzellen spricht weiterhin die Expression zahlreicher funktioneller TLR 
sowie die durch sie vermittelte Sekretion inflammatorischer Zytokine (Liotta et al., 2008; Hwa 
Cho et al., 2006, siehe 4.1.). Das Expressionsmuster der TLR ist dabei abhängig von der 
Herkunft der Isolate (Raicevic et al., 2011) und kann sich unter inflammatorischen 
Bedingungen verändern (Raicevic et al., 2010). Die TLR-induzierte Hochregulation der 
Zytokine erfolgt in den beschriebenen Fällen durch die Translokation von NFκB in den 
Nukleus (Liotta et al., 2008). 
Auch in dieser Arbeit wurde, neben der Induktion von Angptl 4, die Hochregulation weiterer 
Mediatoren durch MSC nach TLR 4-Stimulation in vitro nachgewiesen. Murine MSC erhöhen 
die Expression der promyeloischen Zytokine G-CSF, GM-CSF und IL6 LPS-abhängig. Dies 
kann als Hinweis auf deren Beteiligung an der „Emergency-Myelopoese“ gewertet werden. 
Für humane MSC wurde, neben der inflammatorischen Induktion myeloischer Zytokine und 
Chemokine, auch die erhöhte Expression sogenannter „Survival Zytokine“ gefunden, welche 
die Selbsterneuerung und das Überleben von HSC beeinflussen. Dies stimmt überein mit 
dem neueren Verständnis der reaktiven Myelopoese. Demzufolge erfüllen die beteiligten 
Mediatoren nicht nur den Zweck Immunzellen zu rekrutieren und zu aktivieren sowie die 
Produktion myelomonozytärer Zellen zu steigern (Selig et al., 1995; Metcalf et al., 2008). 
Darüberhinaus wirken Zytokine auf früheren Ebenen der Hämatopoese, indem sie 
Linienentscheidungen beeinflussen und sogar Einfluss auf HSC nehmen (Takizawa et al., 
2012). 
Zusammenfassend kann also formuliert werden, dass MSC an der Integration pathogener 
Signale in die Hämatopoese beteiligt sind. Dies erfolgt durch TLR-vermittelte Sekretion 
zahlreicher Mediatoren, darunter auch Angptl 4. Die immunhistologische Analyse zeigt 
weitere Zelltypen im Knochenmark, welche unter inflammatorischen Bedingungen Angptl 4 
sekretieren und deren Beteiligung an der „Emergency Myelopoese“ diskutiert werden kann. 
Als vielversprechendste Kandidaten können hier, aufgrund der von Boettcher und Ziegler et 
al. gezeigten besonderen Rolle nicht-hämatopoetischer Zellen, Endothelzellen gelten.  
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5 Zusammenfassung 
Im Rahmen der Hämatopoese garantieren die multipotenten hämatopoetischen Stammzellen 
(HSC), durch Selbsterneuerung einerseits und schrittweise Differenzierung in festgelegte 
Progenitoren andererseits, die kontinuierliche lebenslange Produktion aller Blutzellen eines 
Individuums (Kondo et al., 2003). Dieser Prozess unterliegt der stringenten Kontrolle einer 
Vielzahl von Zytokinen, welche die Hämatopoese unter „steady state“ Bedingungen sowie 
deren Anpassung an unterschiedliche physiologische Herausforderungen gewährleisten. 
So kommt es im Verlauf einer systemischen Inflammation zu einer Verschiebung der 
Hämatopoese zugunsten der Bildung von Zellen des angeborenen Immunsystems. In einem 
als „Emergency Myelopoese“ bezeichneten Prozess steigt die Produktion myelomonozytärer 
Zellen im Knochenmark und deren Mobilisierung in die Zirkulation. Zugleich kann eine 
Zunahme der Serumlevel der Zytokine G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) und 
GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) gemessen werden (Kawakami 
et al., 1990; Selig et al., 1995). 
Die Beteiligung weiterer redundanter Faktoren und Mechanismen an der „Emergency 
Myelopoese“ kann jedoch postuliert werden. So sind beispielsweise G-CSF-Knockout und G-
CSF-GM-CSF-Doppel-Knockout-Mäuse immer noch zu einer reaktiven Granulopoese 
befähigt (Seymour et al., 1997). Darüber hinaus ist die Identität der Zellen, welche 
pathogene Signale detektieren und in die Hämatopoese integrieren, noch nicht eindeutig 
geklärt. Zuletzt wurde gezeigt, dass die Erkennung von PAMPs (pathogen associated 
molecular patterns) durch TLR (Toll-like Rezeptor)-exprimierende, nicht-hämatopoetische 
Zellen ausreichend ist, um eine „Emergency Myelopoese“ zu initiieren (Boettcher und Ziegler 
et al., 2012). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von Angptl 4 als neuem Mediator der 
inflammatorischen Hämatopoese evaluiert. Es konnte zunächst gezeigt werden, dass 
Angptl 4 im murinen Knochenmark in Abhängigkeit Gram-negativer und Gram-positiver 
pathogener Signale exprimiert und sekretiert wird. Als Kandidatenzellen für diese pathogen-
vermittelte Angptl 4-Sekretion wurden mesenchymale Stammzellen (MSC) aus humanem 
und murinem Knochenmark isoliert und charakterisiert. Auf Lipopolysaccharid (LPS)-
Stimulation reagierten die MSC-Isolate mit gesteigerter Expression und Sekretion von 
Angptl 4 und weiterer promyeloischer Zytokine. 
Die Untersuchung der Wirkung von Angptl 4 auf die Hämatopoese zeigte Effekte des 
Proteins auf die granulo-monozytäre sowie die megakaryozytäre Differenzierung. 
Es wurde eine erhöhte Rekrutierung granulo-monozytärer Progenitoren in vitro und in vivo 
sowie eine vermehrte Bildung reifer Granulozyten im Knochenmark in vivo durch Angptl 4 
verzeichnet. Eine gesteigerte Mobilisierung der gebildeten Granulozyten ins periphere Blut 
fand nicht statt. 
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Darüberhinaus induzierte Angptl 4 die Expression früher megakaryozytärer Marker und 
Transkriptionsfaktoren in hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) in vitro. 
Es war jedoch nicht möglich HSPC unter dem Einfluß von Angptl 4 und SCF, in Abwesenheit 
von TPO, zu reifen Megakaryozyten zu differenzieren. In vivo führte Angptl 4 zu einer 
akzelerierten Thrombopoese, sowohl nach Applikation in gesunde unbehandelte Mäuse als 
auch bei Anwendung nach lethaler Bestrahlung und allogener Transplantation.  
Anhand der Ergebnisse kann folgendes Modell für die Angptl 4-abhängige reaktive 
Hämatopoese postuliert werden. Infolge einer systemischen Infektion gelangen pathogene 
Signale ins Knochenmark. Hier werden diese von TLR-exprimierenden MSC detektiert, 
welche mit der Sekretion von Angptl 4 und anderen inflammatorischen Zytokinen reagieren. 
Angptl 4 führt zur vermehrten Bildung granulo-monozytärer Progenitoren. Diese werden 
unter dem Einfluss weiterer Mediatoren ausdifferenziert sowie mobilisiert und können 
schließlich in der Peripherie die Infektion bekämpfen. Zugleich kommt es zu einer Angptl 4-
abhängigen Stimulation der frühen Megakaryopoese, um dem vermehrten 
Thrombozytenverbrauch in einem schweren septischen Geschehen entgegenzuwirken. 
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